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1. Introducciôn
Los bosques constituyen uno de los recursos naturales 
renovables mas importantes del mundo. Por este motive la inves 
tigaciôn forestal de todos los paises tiene entre sus objeti- 
vos primordiales el desarrollo y la protecciôn adecuada de es­
ta gran fuente de riqueza con el fin de alcanzar la maxima pro 
ductividad y poder aprovechar sus mûltiples bénéficiés, tante 
para la generaciôn présente como para las futuras.
Entre los factores que mas intervienen en la destruc- 
ciôn de la madera de los bosques destacan las enfermedades pro 
ducidas por hongos y dentro de ellas ocupan un lugar predomi­
nant e las ocasionadas por el Eomes annosus (Er.) Cooke, un tl- 
pico parasite de raiz. Aunque este hongo es capaz de atacar a 
muchas especies arboreas,los danos mas importantes son los que 
produce en las coniferas. En algunas de ellas, como en el géne 
ro Pinus, el ataque sufrido por la raiz puede causer la muerte 
del arbol. En otras, como en el case del abeto rojo, la infec­
ciôn asciende desde las raices a travês del duramen originaiido 
la pudricion de este, y, aunque el arbol pueda seguir viviendo, 
la madera sin embargo pierde su valor.
Las areas forestales infectadas por este parasite eu- 
bren grandes extensiones con las consiguientes pêrdidas econô- 
micas. en la aperture de la 3“ Conferencia Interna
3 -
cional sobre Eomes annosus, celebrada en Aarbus (Dinamarca) en 
1968, habla de un verdadero "problema del Eomes annosus".
Dentro de Europe, los Paises Escandinavos y Alemania 
son los mas afectados, y por esta causa en elles donde se le ha 
dedicado una mayor atenciôn. Aunque en mener escala, tambien en 
Espano se deja sentir el problème. BENITO MARTINEZ y TORRES 
JUAN^  ^ describen en una monografia las principales enfermeda- 
des que atacan a las coniferas en nuestro pais, y al referirse 
concretam aite a los danos originados en ellas por el Femes anno 
sus los califican de importantes y su apariciôn de frecuente . 
Las especies principalmente afectadas son, segùn estes autores, 
Abies alba (Lêrida), Pinùs laricio (Jaén), Pinus sylvestris 
(Avila, Burgos, Madrid, Segovia) y Pinus radiata (Vizcaya).
America del Norte esta asirnismo interesada en la lucha 
contra este hongo.
La protecciôn de cada especie forestal contra el ataque 
del Eomes annosus supone un conocimiento le mas perfecto posi- 
ble de las condiciones en que esa determinada especie es infec- 
tada, para le eual es necesario examiner el problema en sus mûl 
tiples facetas.
Las investigaciones consignadas en este trabajo son una 
contribution al estudio de la "pudricion del duramen" en el abe 
to rojo (Picea abies Karst.), la especie mas afectada en Alema­
nia. La enfermedad puede ser or.lyinada no solo por el Eomes an-
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nosus sino también por otros hongos,tales como Armillaria mel- 
lea (Quel.) y Polyporus abietinus (Pr.) (SGHONHAR^^^), sin em - 
bargo el primero es el mas frecuente y el que ha recibido por 
tanto mayor atencion. Estas investigaciones no constituyen sin 
embargo algo aislado, sino que forman parte de un amplio progra 
ma organizado por la Deutsche Forschungsgemeinschaft en 196? ecu 
el fin de estudiar la enfermedad desde distintos puntos de vista, 
y que engloba a varios equipos de investigadores. Las cuestiones 
fundamentales tratadas en este programa (ZYCHA y ULRICH^^^) jun 
to con la resena bibliografica do los resultados publicados ha£ 
ta este memento son las que se citan a continuacion:
1. Naturaleza y evaluacion de los danos ocasionados por la 
"pudricion del duramen"; especies de hongos que la origi - 
nan (ZYCHA y D I M I T R I Z Y C H A  y ULRICH^^R SGHONHAr ‘'^’‘^ L
2, Relaciones entre la propagacion de la enfermedad, los fac­
tores ecolpgicos del habitat forestal y el estado de nutri 
cion del abeto rojo (LAA'iSCH et LAATSCt/^b K.E. 
REHPUESS*-^’^ *^2 ALCUBILLA*-^^’^ ^t WEHZEl y DIAZ-PALAGIO*-^^] 
ALCUBILLa C ^ N  WEKZEL at ald^^t WEKZÏÏL y IŒEÜTZEh '-^^N 
DITTRIGî/^'^t ALCUBILLA et
Ji.Las vias de infeccion del Pomes annosus (DIMITRI ,
BRAUN y LUlEV^^^’^ ^b DIMITRI et alP^^D.
4. El Pomes annosus y su accion sobre la madera (COURTOIS R
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COURTOIS y BRAUN^^^B- 
5- Medidas a tomar para evitar los danos de la "pudricion del 
duramen".
Nuestro trabajo esta encuadrado dentro del 2— punto, en 
un aspecto muy interesante: las relaciones entre la nutriciôn de 
los arboles y su resistencia a la enfermedad. En muchos paises 
se ha ohservado que la "pudriciôn del duramen" del abeto rojo se 
présenta con frecuencia en habitats forestales con una s caracte 
risticas ecolôgicas determinadas. Para explicar este fenômeno ha 
propuesto LAATSCH la siguiente hipôtesis de trabajo:
"La penetraciôn del parasite en las raices del abeto ro 
jo depende no sôlo de la virulencia del hongo, de sus po 
sibilidades de nutriciôn y de la existencia o no de sus 
antagonistes, sino tambiên, y en gran medida, de la pre 
disposiciôn de la planta. A esta predisposiciôn contri- 
buye ciertamente la formaciôn de grietas en lacortesa 
de las raices, como afirma pero tambien una
concentraciôn. insuficiente de sustancias inhibidoras en 
el liber de aquelias. El estado de nutriciôn del abeto 
rojo bajo los factores ecolôgicos de los complejos am- 
bientales en los que se suele presenter la "pudriciôn 
del duramen" no permits una sintesis suficiente de di- 
chas sustancias, sobre todo en épocas de escaso abaste- 
cimiento de agua" (LAATSOH et a l . ).
LAATSCH senala como habitats forestales tipicos para es 
ta enfermedad:
- aquellos en los que el suelo expérimenta sequias pe-
— 6 -
riodicas y las raices se encuentran muy superficiales.
- los que poseen un suelo con una alta concentraciôn en 
carbonates o bien atravesado periôdicamente por corrien 
tes de agua bicarbonatada.
- los que presentan un suelo muy rico en nitrôgeno.
Cuando en un habitat forestal coinciden total o parcial
mente las très caracteristicas anteriores, el peligro de infec­
ciôn es particularmente grande. En la parte general trataremos 
detenidamente estes puntos.
Para coraprobar la hipôtesis anteriormente citada bajo el 
influjo de los factores acabados de mencionar, era necesario pri 
meramente la identificaciôn de las principales sustancias inhi­
bidoras del crecimiento del hongo contenidas en el l5.ber del abe 
to rojo, tarea realizada por ALCUBILLA^^^\ Despues ha sido pre 
ciso elaborar môtodos para la determinaciôn cuantitativa de di- 
chas sustancias, estudiar su variaciôn con diversos factores, co 
mo la estaciôn del ano, la edad de los arboles, etc..., para pa_ 
sar luego a examinar su concentraciôn en relaciôn con el habi­
tat forestal. Ahora bien, la barrera, que podiamos llamar qui­
mica, que oponen los arboles al ataque de los hongos no depende 
tan sôlo de la concentraciôn de las sustancias tôxicas al patô- 
geno sino que es debida a un delicado balance entre estas y las 
sustancias que favorecen su crecimiento (FLOOD y KIRKEALN , OS 
BORNE y THROWER^^^)). El resultado de la interacciôn de ambas 
détermina en cada caso particular el efecto inhibidor del liber
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del abeto rojo. El nucleo central del presente trabajo esta cons- 
tituido precisamente por el estudio de la variacion de dicho 
efecto inhibidor en relacion con el estado de nutriciôn de los 
arboles, bajo aquellas condiciones ecolôgicas en que se suele 
presentar la "pudriciôn del duramen".
Como en toda investigaciôn, las cuestiones iniciales han 
planteado otras nuevas que ha sido necesario examinar, bien por 
estar intimamente relacionadas con ellas o por abrir nuevos ho- 
rizontes a la interpretaciôn del problema.
Entre las primeras se enerentra la accion inhibidora de 
la résina y su variaciôn con los factores del medio ambiente , 
que ha sido otra de las facetas de resistencia estudiadas.
Entre las segundas, un examen previo de la madera del 
abeto rojo, antes y despues del ataque del patôgeno, como posi- 
ble fuente de resistencia a la pudriciôn. Este punto, que cons- 
tituye un pequeno capitule adicional, es sin embargo de gran 
interes para futuras investigaciones.
La aplicaciôn de los resultados de este estudio en el 
cultive de razas mas résistantes al ataque de los hongosy en la 
elecciôn de un habitat forestal adecuado esperamos que sea una 
ayuda eficaz para las nueva s repoblaciones'y en su medida para 
las plantaciones ya existantes.
2. Parte teôrica
- 9 “
2.1 Resistencia natural de los te.iidos vegetales al ataque de 
los hongos
Entre los numerosos problemas que se les presentan a los 
fitopatologos, pocos tienen tan gran interes cientifico y signi 
ficado practice como el de la resistencia de los tejidos végéta 
les. Con esta expresiôn se describe el hecho de que un organis­
me sea menos afectado que otro en su vida y en su actividad ba­
jo el influjo de un determinado factor perjudicial.(EUCHS^^^^),
L-oS mécanismes de resistencia puestos en juego, en el ca 
so de un ataoue producido por hongos, tienden a impedir el desa 
rrollo del parasite, ya oponiéndose a su penetraciôn o a su pro 
pagaciôn, no ofreciendole el sustrato nutritive necesario, etc, 
Vamos a examinar brevemente algunos de elles, concretandonos so 
lamente a la madera por poseer para nuestro estudio un especial 
interes.
2.1.1 Las sustancias fungitôxicas contenidas en la madera, prin­
cipal fuente de resistencia a la pudriciôn
Ya las primeras investigaciones en el terrene de la fito 
patologia sugieren la existencia de una relaciôn entre la presen 
cia de componentes tôxicos y la magnitud del crecimiento de los 
hongos en los tejidos vegetales Esta hipôtesis fue
comprobada mas tarde por HAWLEY et al.^^^^ en el duramen de ci^£
- l o ­
tas especies arboreas al encontrar que su resistencia a la pu­
dricion era reducida por extracciôn con agua y otros disolven- 
tes y que dicha resistencia se correspondra con la toxicidad de 
los extractos obtenidos.
LqS estudios actuates en este campo consideran las sus­
tancias fungitoxicas como la principal fuente de resistencia al 
ataque de estes patogenos, pudiendo existir antes de la infec­
cion (RENNERFELÏ^52)^ RENNSRFELT y SCHEFFER y COW-
ANDERSON et al.^^^^), o bien aparecer como consecuen- 
cia de la misma (CRUIGKSHANK^. Su accion sobre los hongos 
puede ser fungicida -mortal-, o bien inhibidora de su crecimien. 
to, total o parciaimente.
2.1.1.1 Naturaleza quimica
La naturaleza quimica de estas sustancias es muy vario- 
da. En la imposibilidad de hacer a qui una relacion compléta de 
las misraas, citaremos como ejeraplo algunas de las consideradas 
actualmente de mayor importancia.
Pertenecen principalmente a cuatro grupos: tropolones, 
flavonoides, estilbenos y terpenos (Tabla I).
ANDERSON et al. ^ y RbDUAN^ ’ *^ ^^ han medido la toxici­
dad para diferentes hongos xilofagos de un gran nûmero de sus­
tancias quimicas, algunas de las cuales estan consignadas en la 
Tabla I, comparandola con la del pentaclorofenol, uno de los fun
-  11 -
T a b l a  I
Ejeraplos de sustancias fungitôxicas contenidas en la madera
Grupo quimico
( * r )
Sustancia' ' Especie arbôrea
Principal fuente 
bibliograf ica
Ensayos toximétricos
Tropolones fi-thujaplicina Thuja plicata ERDTMAL et a l / ^ ^ ^
d  8 'j
r ü d :£a : 4 " ^
^-thujaplicina
nootkatina Chamaecyparis 
nootkatens is
ERITMAN^^^) RENHEREELT'^^^
Terpenos carvacrol Libocedrus
decurrens
AELERSON etal/^"^^ ANDERSON et al.
p-metoxicarvacrol I
p-metoxit iraol II
timohidroquinona
Flavonoides taxifûlina Pseudotsuga
menziesii
Larix decidua
K E N N E D Y ^  
RENNZRFELT^^^)
RUDIÛAN^^®^
robinet ina Robinia 
pseudoacac ia
FREUDENBERG y 
HARTMAN^^^)
RUDMAK^^^)
Est ilbcnos pinos ilvina Pinus
sylvestris
ERDTîÆAN^^^ ^ RENNERFELT y KACHT ^
éter monometlli- 
co de pinos ilvina RUDMAl/^" )
oxiresveratrol Ma d u r a  
pomifera
BARNES et al/"^^) RUDMAN^’®^
Lignanos matairesinol Podocarpus
spicatus
ERDTMAl/^^^ RDDMAl/"^^ ^
 ^  ^ Las fôrmul as qulîüicas de estas sustancias se encuentran en el a partado 2,1.1.1 del
text 0 .
j
(33)
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gicidas mas eficaces. Segûn estas autores, el grupo que présen­
ta un carâcter tôxico mas fuerte es el de las tropolonas; entre 
ellas destacan P“thu.japlicina (l), ^-thujaplicina (II) y nootka 
tina (III).
CH
(I) (II) (III)
LqS flavonoides, taies como la taxifolina (IV)y la robi 
netina (V) no son aitamente fungitôxicos pero retardan la pudri 
ciôn de la madera,
OH
HO
CH-OH
OH
(IV)
OH
HO
OH
C-OH
OH
•OH
(Vj
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LqS derivados del estilbeno tienen ima accion testante 
especifica^ mientras su toxicidad para algunos hongos es nula, 
para otros es muy alta incluso en pequenas dosis. Se pueden ci- 
tar la pinosilvina (Via) y su éter monometilico (VIb).
CH ~ C H
RoO
6 R-|— H ; R2— CHg
(VI)
B/iRN33 et al.^^^^ encontraron en Madura pomifera ujia 
sustancia altamente fungitoxica que identificaron como oxires­
veratrol (VII)
HO
HO
OH
(VII)
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Otros compilestos aromaticos no pertenecientes a los gru 
pos anteriores poseen igualmente propiedades fungitôxicas para 
algunos hongos xilofagos. Por ejemplo, el matairesinol (VIII)
CH-
1 .
CH2
CH
OH
(VII I)
de la madera de Podocarpus spicatus ("matai”)? que se ha mostra 
do fuertemente tôxico para Lentineus lepideus ).
Algunas sustancias, que individu.almente no son inliihido 
ras de la pudricion, o lo son en pequena escala, pueden dar lu­
gar, al presentarse juntas en la misma madera, a una resisten­
cia mucho mayor de la que se podria esnerar como suma de sus 
efoctos aislados, Egte fenômeno, conocido con el nombre de 
nergismo, es particularmente notable en la especie Libocedrus 
decurrens, entre los terpenos carvacrol (IX), p-metoxicarva - 
crol (X), timohidroquinona (XI) y p-metoxitimol (XII).Estes corn
— 15 “
puestos muestran por separado en los ensayos de AITDERSOIT et
con Poria monticola (Mad.698) y Lenzites trabea (Mad.617),
a-
W
OH
( IX )
( X I )
\
CH3
OH
CH
CH
OH
HoC
OH
/ C H 3
CH
OCH3 ^ C H 3
( X )
OH
CH
OCH3 
(XIII
una accion inhibidora muy pequena. La mezcla de los mismos en 
las proporciones en que estan contenidos en esa especie arborea 
ejerce sobre estes hongos un efecto létalr.
Casos seme,jantes de sinergismo han sido observados en 
otros arboles (PLOOD y ). Este induce a pensar que
la resistencia a la pudricion de una determinada especie, rara
- l e ­
vez se podra explicar como causada por una sola sustancia, sino 
que mas bien dependera de la presencia de una mezcla de varias 
de ellas, junto con otros factores (CRUICKSH.ANK y PSREIN^^''®!,
2.. 1.2 Principios de la accion fungitoxica
Lqs principios de la actividad fungitoxica no estân su- 
ficientemente estudiados hasta el momento. La distinta naturale 
za quimica de las sustancias fungitoxicas hace suponer que sus 
mecanismos de inhibiciôn sean tambien muy variados. Segùn algu­
nos autores (LYR^^^^), la pinosilvina y su éter monometilico , 
10s thujaplicinas, la nootkatina y otros compuestos actùan como 
agentes desacopladores, dando lugar a la inhibicion de la fosfo 
rilaciôn oxidativa, principal fuente de energia para los hongos 
xilofagos, Algunos fenoles sintetizados artificialmente , por 
ejemplo el pentaclorofenol, que son usados como antisépticos de 
la madera, parecen actuar de modo similar.
Otras sustancias deben sus propiedades fungitôxicas a 
una accion especifics sobre determinados enzimas de los hongos, 
inhibiendo su actividad oxidante. Tal es el caso de los taninos, 
que aunque no figuren entre los compuestos con fuerte caracter 
inhibidor, en algunos casos lo presentan (RYPACEK^^
Hay hongos sin embargo que son capaces de destruir la 
madera a pesar de que esta contenga sustancias tôxicas. LYR^ '^ ^^  
ha logrado interpretar este hecho comprobando que algunos enzi-
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mas oxidativos - como la laccasa y la tirosinasa - producidos 
por determinados bongos pueden reducir fuertemente el efecto to 
xico de la p-thujaplicina y del êter monometîlico de la pinosil 
vina, al prodncir la destrucciôn oxidativa de estas sustancias, 
Esto explica tambiên la diferente capacidad de defensa de njia 
misïïia madera trente a distintos bongos.
2.1.1.3 Ensayos toximétricos
Las sustancias fungitôxicas contenidas en la madera se
pueden obtener de esta por extraccion con umo o varios disolven
tes, de forma simultànea o sucesiva. Es muy importante encontrar 
un sistema disolvente que las remueva por complète y para compro 
bar su eficacia se deben bacer ensayos biologicos no solo con 
la madera en estado natural y los extractos procedentes de la 
misma, sino tambiên con el residue que queda despuês de la extrac 
ciôn. Si los extractos se muestran realmente toxicos se procédé 
al aislamiento de sus componentes individuales, para encontrar 
los responsables de esa toxicidad.
Los mêtodos mas utilizados para evaluar la fungitoxici-
dad, tanto de la madera como de sus extractos y de los componen
tes de êstos, son los ensayos en agar-malta y aquéllos en los 
que se emplea directamente la madera como sustrato,
Los primeros tienen la ventaja de su sencillez, siendo 
muy utiles para fines comparatives; sin embargo sus resultados
— 18 —
son solo un indice de lo que sucede en condiciones naturales, 
Por esc, para estudios criticos es preferible usar el segundo 
tipo de ensayos.
2.1.2 Otros ïïiecanisrnos de resistencia
Aunque las sustancias toxicas constituyen la principal 
fuente de resistencia de los tejidos vegetales al atague de los 
hongos, exister otros factores que pueden jugar tambiên un pa- 
pel importante. Limitandonos solamente a aouellos que aumentan 
la resistencia alla pudriciên de la madera merecen ser raenciona 
dos :
a) Mécanisme estructural de resistencia. La resistencia 
de ciertas gimnospermas a deterrainados hongos xilôfagos no se 
ve reducida por la extraccion exhaustive de la madera con disol 
ventes de una amplia gama de polaridad, sin embargo es mucho ma 
yor que la que presentan algunas angiospermes en idênticas con­
diciones (PE'TTERSON y C O V / L I N G ^ . Esto lleva a pensar en un 
mécanisme de resistencia inherente a los constituyentes estruc­
turales de las gimnospermas. La cantidad de lignina de las pare 
des celulares, su distribuciôn, su distinta composicion, pueden 
ser responsables de las diferencias observadas entre ambos gru- 
pos.
b) Bajo contenido en nitrêgeno. El contenido en nitrôge 
no de la madera puede influenciar grandemente su susceptibili -
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dad hacia los hongos xilofagos. La resistencia a la pudricion es 
mayor para hajas concentraciones (MERRILL y COV/LING^  52,55) ^ ^ ya 
que, siendo el nitrogeno un elemento fundamental para la vida de 
estes patôgenos, su deficiencia no les permite un crecimiento 
normal.
c) Humedad. La humedad es ahsolutamente necesaria para 
toda la actividad vital de los hongos xilôfagos; pero las exi­
gencies de las distintas especies de hongos varian mucho de unas 
a otras. Por otra parte, es muy dificil determiner experimental 
mente la humedad optima para el desarrollo de estes hongos, ya 
que en su acciôn sobre la madera producer agua de métabolisme y 
elevan asi el porcentaje de humedad del sustrato lenoso en el 
cual vegetan. En general, un contenido de humedad de $5-50/5 es 
el mas favorable para su desarrollo. La humedad minima necesa­
ria es de un 22-24%, por lo que los arboles que presentan un con 
tenido mas bajo resisten mas facilmente al ataque.
La combinaciôn de varios de estos mécanismes de resis­
tencia junto con la acciôn inhibidora de las sustancias fungitô 
xicas y otros factores, determinan en cada case particular la rp 
sistencia del arbol frente al ataque de los patôgenos (SCHEEFER
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2.2 Relacion entre el contenido en sustancias fungitôxicas de 
algunas coniferas y su resistencia a la pudricion
ilos vamos a referir en este apartado solamente a aque- 
llas coniferas que estan consideradas en la bibliografia como r^ 
sistentes, o por lo menos moderadamente resistentes. La especie 
Picea allies, poco resistente, sera estudiada mas adelante. Ha- 
blaremos por separado de la resistencia que présenta el duramen 
y la que ofrece la albura, por ser de distinta naturaleza*
2.2,1 Resistencia del duramen
RENNL'RPELT y al investigar la actividad fungi.
toxica de las sustancias contenidas en el duramen de ciertas co 
niferas, destacan que las especies mas resistentes a la pudri­
cion son tambiên aquellas cuyos extractos muestran una gran fun 
gitoxicidad. Asi, por ejemplo, los obtenidos del duramen de Fi­
nns sylvestris -una especie bastante resistente- son fuertemen­
te toxicos frente a muchos hongos xilofagos, inhibiendo su cre­
cimiento incluse a concentraciones muy bajas, del orden de un 
0,001%. ERDTMAH^ '^^ '^  habia identifie ado entre los component es de 
esos extractos la pinosilvina y su êter monometîlico (Tabla I), 
dos derivados del estilbeno, con propiedades fungitôxicas, como 
ya se ha mencionado. Probablemente, sin embargo, no son los uni 
COS responsables de la resistencia de esta especie (LOMAE^^^).
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De la madera de Thuja plicata -muy resistente- aislaron 
AEDERSON y SHERRAD^^^^ una sustancia cristalina de caracter aci 
do que fue identificada mas tarde por ERDTMAN et al.^^^^ como 
una mezcla de oc,  ^, y ^-thujaplicina (Tabla I). Estos compues- 
tos poseen una toxicidad comparable a la del pentaclorofenol. Al 
mismo grupo quirnico, tropolonas, pertenece la nootkatina, que se 
encuentra en el duramen de la mayoria de las especies de Cupre 
sus, tambiên muy resistentes.
Como dijimos anteriormente (2.1.1.2), tambiên la made­
ra de Idbocedrus decurrens, otra de las especies mas resisten - 
tes, contiens una cantidad considerable de sustancias toxicas 
(ANDISSOE et
Las especies Pseudotsuga, clasificadas entre las modéra 
damente resistentes, contienen en su duramen taxifolina (KENIIE - 
j3y(+l)), sustancia muy toxica en los ensayos en agar-malta, 
lo que llevo a esce autor a la conclusion de que la resistencia 
a la pudricion de la madera de estas especies era debida princi^  
palmente a la acciôn inhibidora de este compuesto. Los ensayos 
llevados a cabo por RUDMAE^^^^ con probetas de madera han demos 
trado sin embargo que en estas condiciones -mas acordes con las 
naturales- la sustancia présenta una toxicidad dêbil y a todas 
luces insuficiente para ser la ùnica responsable de la resisten 
cia de estas especies, en las cuales su concentraciôn es muy ba 
ja, alrededor de 1%. RUDMAN piensa en un mécanisme de resisten-
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cia estructural, que junto con la pequena contribucion de la ta_ 
xifolina serian los responsables de la resistencia observada.
2.2.2 Respuesta dinamica de la albura al ataque de los hongos
En los arboles, antes de la tala, la albura es general- 
mente mas resistente que el duramen a la pudricion causada por 
los hongos xilofagos. En cambio, cuando los arboles son talados 
ocurre precisamente lo contrario: la albura es destruida por lo 
general mas facilmente que el duramen.
Estos dos fenômenos, a primera vista contradictories,en 
cuentran su explicaciôn en la constituciôn de ambos. La albura 
es capaz de ofrecer una respuesta dinamica a la infeccion , por 
contener parenquima vivo; pero al ser talado el arbol e ir per- 
diendo el parenquima su vitalidad, como por otra parte la albu­
ra no posee en general sustancias toxicas, es mas facilmente in 
vadida que el duramen, el cual con freçuencia présenta un conte 
nido mayor en estos compuestos.
De este modo podemos hablar de una barrera estatica a la 
infeccion, preformeda en el huésped -duramen-, y de una barrera 
dinamica, résultante de la respuesta fisiolôgica del parenquima 
vivo -albura-.
Esta respuesta dinamica de la albura consiste principal 
mente en la acumulacion de sustancias que de forma habituai no 
se encuentran entre sus constituyentes y que presentan caracter
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fungitôxico.
Los primeros postulados sobre este mécanisme de defensa 
en las plantas -formaciôn de antibiôticos como respuesta a la in 
feccion- se deben a MÜLLER y sus colaboradores, (AîÜLLER y BÔR- 
Ge r(56,57)^ Müller et METER^59)) proponenpara esas
sustancias el nombre de "Phytoalexin". MÜLLER^*^®^ define las Ph^ 
toalexinas como "antibiôticos producidos por una interacciôn en 
tre dos sistemas m.etabôlicos -buesped y parasite- y que inbiben 
el crecimiento de microorganismos patogônicos en las plantas .Mas 
recientemente C R U I C K S H A K K ^ ^ ô )  y  C R Ü I C K S H A N K  y PERRIII^^®^ han re 
visado la teoria de MÜLLER y ban sugerido algunas modifieacio - 
nés, que mantienen sin embargo los puntos fundamentales. Se han 
encontrado Phytoalexinas en muchos tipos de plantas: diferentes 
variedades de patatas, arroz, orquideas... Una discusiôn de las 
principales investigaciones realizadas en este campe entre 1965 
y 1970 ha side publicada por CRUIGKSHANK et
En las especies arbôreas la investigaciôn de este tipo 
de compuestos es relativamente moderna, aunque la existencia de 
barreras dinâmicas frente a la infecciôn habian side postuladas 
con alguna anterioridad ( ) . Para designer estos te ji-
dos semejantes a los del duramen, que aparecen alrededor de he- 
ridas 0 como consecuencia de infecciones causadas por hongos, se 
han utilizado los términos "dunamen patolôgico" y "madera de 
protecciôn". Sin embargo la naturaloza de las sustancias conte-
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nidas en elles, causantes de las variaciones en color, etc*, no 
ha sido examinada hasta hace pocos anos. Los estudios mês avan- 
zados en este terreno son los realizados en el gênero Finus.
J O R G E N S E N ^ encuentra que la destrucciôn mecanica del 
liber y del cambium de Pinus resinosa Ait., asi como la pénétra 
ciôn del Pomes annosus en la albura de las raices y del tronco 
induce la formaciôn de pinosilvina y su êter monometîlico en la 
parte afectada de la albura, mientras estas sustancias, tipicas 
del duramen, no se encuentran en la albura sana. Ademas este au 
tor ha conseguido su sintesis en el laboratorio en ramas deseca 
das lentamonte, obteniendo una producciôn ôptima a 25°G ( von
EUDLOFE y JORGEKSEH y BALSILLIE*^®5) ) _ Parece po-
sible que en su sintesis en la naturaleza puedan influir estos 
mismos factores.
j^ y^ (56) giig investigaciones sobre Pinus sylvestris 
subraya que la escasa resinaciôn en los arboles heridos mecani- 
camente durante el invierno da lugar a una rapida desecaciôn de 
los tejidos de la albura, por lo que la producciôn de pinosilvi 
na es pequena comparada con la de arboles heridos en el période 
de actividad vegetativa. Esto conduce a un mayor nûmero de . in­
fecciones en los primeros.
Continuando en esta misma linea observa SHAIN^^'^^en Pi­
nus taeda un fenômeno muy interesante. La inoculaciôn de la al­
bura de un arbol con el Pomes annosus da lugar a la apariciôn
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de una zona impregnada de résina, y muy rica en fenoles, entre 
la albura sana y la infectada. Esta zona, denominada "reactions 
zone", zona de reacciôn, se encuentra tambiên en arboles natu- 
ralmente infectados no solo por el Fomes annosus sino tambiên 
por otros hongos; se forma al avanzar el patôgeno, y su parênqui 
ma esta muerto y libre de almidon. Entre sus componentes fenôli 
COS, ha identificado este autor pinosilvina, el êter monometili 
co de la pinosilvina, pinobanksina y pinocembrina, abundantes 
en el duramen sano, pero no détectables en la albura sana, Jun­
to a ellos se encuentran présentes grandes cantidades do acidos 
grasos, compuestos resinosos y componentes de caracter neutre.
Los extractos de esta zona inhiben el crecimiento longi 
tudinal del micelio del Pomes annosus en ensayos llevados a ca­
bo en sustrato de agar-malta y tambiên la pudricion de probetas 
de madera. Ademas se ha comprobado que el hongo pénétra mucho 
mas lentameute en arboles en los que aparece esta zona de reac­
ciôn que en aquelles que no la presentan. Segûn este autor , la 
pinosilvina y su eter monometîlico pueden contribuir a esta re­
sistencia pero no son los unices responsables de ella; otros 
constituyentes de la zona, por ejemplo los acidos grasos, presen 
tes en gran cantidad, podrian tener tambiên alguna participaciôn.
El caracter inhibidor de algunos compuestos resinosos 
de Pinus pondérésa acumulados en heridas o puntos de infecciôn 
de la albura.ha sido objeto de estudios muy recientes (COBB et
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^1^(68)^  Este autor ha medido la toxicidad de résina cruda y de 
nueve componentes de la misma para Fomes annosus y cuatro hon­
gos Ceratocystis, encontrando que el crecimiento del micelio era 
inhibido en todos los casos aunque habia diferencias en la ac­
ciôn inhibidora individual de las sustancias.
Tambiên la albura de Pinus contorta Doug. var.latifolia
Engelm. produce terpenos y otros compuestos como respuesta a la
inoculaciôn con el hongo Europhium clavigerum. Cuando la résina 
ciôn era intensa la resistencia se hacia efectiva (RSIDy SHRIMP
y 8HRIMPT0N y W A T S O N p.
2.$ Las sustancias fungitôxicas del abeto rojo
El abeto rojo (Picea abies Karst. o Picea excelsa Link)
es la especie nativa de Europa mas abundante en la parte norte
del continente, sobre todo en los paises escandinavos. En Alema 
nia cubre un $6% de la superficie forestal. Econômicamente pré­
senta un gran interês, ya que tanto la madera como la corteza y 
las aclculas son utilizadas ampllamente con diferentes fines ; 
sin embargo es conocido como poco resistente a la "pudriciôndel 
duramen", segûn se dijo anteriormente.
Los estudios quimicos sobre esta especie, con vistas a 
aumentar su resistencia, no habian recibido hasta ahora tanta 
importancia como los del gênero Pinus. Existian investigaciones
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sobre la constitucion qiiimica de su liber, de la résina exudada 
por las heridas asi como tambiên de la madera, investigaciones 
que, sin embargo, no iban orientadas a buscar una relacion con 
su resistencia a la pudricion; en los ùltimos anos por el con­
trario se ha insistido precisamente en este aspecto. En los si- 
gui ente s apartados se da una vision general de las sustancias 
fungitôxicas contenidas en los tejidos del abeto rojo o produci 
das en ellos por el ataque de los hongos.
2.5.1 La acciôn inhibidora del liber frente al Fomes annosus. 
Toxicidad de algunos de sus comuonentes
La importancia del liber o corteza interna de los arbo­
les, como posible barrera al ataque patôgeno, no ha sido consi- 
derada hasta investigaciones muy recientes (LAATSCE et al. ,
DILITRI^^^^, KUIID.îAN^ *^ ^^  ), aunque se habia observado con ante­
rioridad que era muy resistente y permanecia intacte despuês de 
la pudriciên de la madera.
Los primeros indicios sobre la existencia de sustancias
inhibidoras en la corteza de Picea abies se encuentran en NAI
( 72 ) /M I E ^ q u e  raide la actividad biolôgica de un extracto etêreo
del liber molido de diferentes arboles -entre ellos del abeto rp
jo- frente al Bacillus subtilis, encontrando que Picea abies y
Fraxinius excelsior son las especies que presentan un mayor efec
to inhibidor. llega a la misma conclusiôn realizando
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las experiencias con liber no solo del tronco sino tambiên de 
las raices a lo largo del periodo de actividad vegetativa y uti 
lizando como microorganismo de ensayo Bacillus cereus.
Pocos anos antes GRASSMAN y ENDRES habian estudiado la 
corteza de Picea abies desde otro punto de vista, su contenido 
en taninos, ya que es una de las principales fuentes de taninos 
de Europa. Un resumen de sus trabajos en este campo ha sido pu- 
blicado por . Estos investigadores habian conseguido
aislar entre otras una sustancia cristalina, derivada del estil 
beno, a qui en dieron el nombre de piceatanol. CUUT'TIGHAM et a^?^^ 
aislaron nuevamente este compuesto asignandole una estructura 
mejor fundamentada (XIll) que la propuesta por GRASSMANySNDRES 
(XIV) y mas de acuerdo con los datos expérimentales. Sin embar-
( X I I I )
OHOH
OHHO
OH
OHHUGH
OH
HO
(XIV)
go permanecia su caracter de estilbeno. Su constitucion quimica 
es segûn los estudios de CUUUIGHAM seraejante a la de la pinosil 
vine (Via) y a la del oxiresveratrol (VII), ambos con propieda-
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des fungitôxicas tambiên en el piceatanol y probablemente en 
otros constituyentes de dicho liber*
Contemporaneamente (1956) , PR3UDE11BSRG(^6) j^etecta la 
presencia en la corteza del abeto rojo de catequina (XV) y ta-
HO
C H - OH
CH-OH
OH
( X V )
xifolina (IV). De esta ultime ya hemos mencionado sus efectos 
fungitoxicos,
Para investigar la actividad inhibidora del liber de Pi
cea abies y de sus constituyentes frente a Fomes annosus LAAÏSCH 
(7 )et al. realizan ensayos microbiolôgicos sobre agar-malta con 
liber molido y con diferentes extractos del mismo. Tanto el pri 
mero como los ùltimos inhiben el crecimiento del micelio de Fo­
mes annosus, siendo la fracciôn polifenôlica la que présenta el 
mayor poder inhibidor.
Para medir la fungitoxicidad de los componentes indivi­
duales del liber era precise procéder a su aislamiento. La inse
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giiridad que presentaban las investigaciones de GRASSMMy ENDRSS 
hi20 necesaria una revision de los mêtodos y de los resultados 
por ellos obtenidos, especialmente en lo que se refiere a la 
identifieacion de los componentes, tarea realizada por ALCUBI- 
LLA^^'\ en su Tesis Doctoral. ALGUBILLA^^^^ da a conocer la 
existencia en el liber de Picea abies de los siguientes polife- 
noles:
Derivados del estilbeno:
- piceatanol (5,'1,5’,5'-tetrahidroxiestilbeno)
- glucosido del piceatanol
- isorapontigenina (5»5,^'-trihidroxi-5'-metoxi-
estilbeno)
- isorapontina (glucosido de isorapontigenina)
- resveratrol (5,5,^'-trihidroxiestilbeno)
- piceido (glucosido del resveratrol)
Plavonoides:
- quercetina
- 5 '-glucosil-quercetina
- taxifolina
- 5'-glucosil-taxifolina
- catequina
La acciôn inhibidora frente a Fomes annosus de algunas 
de estas sustancias ha sido medida en ensayos sobre agar-malta 
por WEhZFL et al.^^^\ Todos los compuestos ensayados hasta aho 
ra se han mostrado inhibidores. Los valores ED-50 ( concentra - 
ciôn necesaria para inhibir el crecimiento del hongo en un 50%)
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encontrados por este autor son los siguientes:
ED-50
glucosido de piceatanol ~0,5 %
isorapontina -0,4 %
taxifolina -0,18 %
La quercetina y la catequina se muestran tambiên como
inhibidores, aunque en mener escala.
Junto a estos componentes fungitoxicos existen en el li­
ber del abeto rojo azucares, compuestos nitrogenados y otras 
sustancias que pueden influir favorablemente en el crecimiento 
del hongo y reducir la accion inhibidora de los primeros. Este 
aspecto sera tornado en cuenta en los resultados propios.
2.5.2 La composicion quimica de la résina y sus propiedades 
fungitôxicas
Con el nombre de "résinas" se suele designer un grupo 
muy complejo de sustancias, présentés en diferentes organes de 
los arboles, insolubles en agua y solubles en disolventes orga- 
nicos neutres, como êter de petrôleo. Pueden incluir en su com­
posicion terpenos, compuestos acidos, êsteres, alcoholes y ade 
mas otros componentes neutres asociados con. los anteriores.
Aunque el liber contiens tambiên compuestos resinosos 
con caracter inhibidor (LAATSGH et al * ) , a qui no nos vamos a
referir a êstos, por presentarse en una proporcion muy pequena.
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sino a la résina exudada por la madera como consecuencia de las 
heridas que le privan de la protecciôn ofrecida por el liber.
La résina contenido en la madera de las coniferas puede 
ser de dos tipos principales: la présente en los canales resini 
feros longitudinales -oleorresina- y la incluida en las cêlulas 
secretoras de los radios lenosos (MUTTON^ )* En algunos gêne- 
ros -Pinus, Picea, Larix y Pseudotsuga- los canales resiniferos 
pertenecen a la estructura normal de la madera. En otros, como 
Tsuga, Abies y Seqouia, generalmente estan ausentes de ella, p_e 
ro pueden ser producidos por heridas u otras causas.
■ La oleorresina es el liquide viscose que fluye de la 
madera, cuando el arbol es herido, y por lo tanto présenta pa 
ra nuestro estudio un especial interês.. Consiste esencialmen- 
te en ima soluciôn de résina en un aceite volatil. Es sinte- 
tizada por las cêlulas resinôgenas que forman las paredes de 
los canales resiniferos y esta bajo la presiôn ejercida por es_ 
tas cêlulas, la cual es la responsable de la exudaciôn de la re 
sina. Su composicion es distinta de la de aque11a résina con- 
tenida en las cêlulas secretoras de los radias lenosos. Eo se 
han podido hacer analisis directos de esta ultima,pero la com- 
paraciôn entre la composiciôn de la oleorresina y la de la resi 
na obtenida a partir de la madera por extracciôn indica que, 
mientras la primera contiene principalmente compuestos acidos 
del tipo del acido abiético (W I ), que designaremos como "aci-
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COOH>3'
CH
CH
\
CH
CH]
( X V I )
dos resinosos" (*), la segunda se compone sobre todo de acidos 
grasos.
encuentra en Picea abies valores de 69,7% de 
"acidos resinosos" y 2,2% de acidos grasos en la oleorresina , 
mientras un analisis total de la résina de la madera arrosa 24% 
de acidos resinosos y 45,3% de acidos grasos.
La acumulacion de résina en las heridas o puntos de in­
fecciôn de varias especies de coniferas, ha sido sugerida a me-^  
nudo como un factor de resistencia a hongos patôgenos. Por ejem 
plo RISBETH^"^^^ subraya una exu.daciôn abundante de résina en las
(*) Con la expresiôn "acidos resinosos" hemos designado lo que 
en ingles se conoce como "resin acids" y en alenan como 
"Harzsauren". Son acidos diterpênicos, de formula general 
tipicos de la résina de las coniferas.
^En las frondosas, o no estan présentes o solo en 
muy pequena cantidad.
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raices de pinos infectados en suelos de caracter âcido, lo cual 
probablemente évita la invasion de los tejidos lenosos por el Po 
mes annosus.
El mecanisrao de resistencia de la résina es presentado 
por al.gunos autores como simplemente mecanico, o sea la acumul£ 
cion de résina daria lugar a una barrera o capa impermeable al 
agua, que no permitiria la vida a los hongos (VERRALL^^^^), Se- 
gûn otros, los componentes de la oleorresina ejercen un efecto 
inhibidor sobre el crecimiento del micelio de los hongos, y con 
cretamente sobre el del Pomes annosus (COBB et al.^^^^).
considéra que ambos, el efecto fungitôxico y 
la protecciôn mecanica, pueden jugar un papel importante en la 
resistencia. Este autor ha llevado a cabo ensayos biolôgicos 
con la résina cruda del abeto rojo y uno de sus componentes, el 
acido abiético, frente al Pomes annosus, y encuentra que ambos 
inhiben el crecimiento lineal de su micelio. En nuestras inves­
tigaciones hemos llevado a cabo ensayos semejantes, estudiando 
ademas la variaciôn de la producciôn de oleorresina en relacion 
con diverses factores: humedad del suelo, estaciôn del ano, etc,
Aparté de estos dos tipos de résina existe otro que en 
aleman se conoce con el nombre de Überwallungsharz o résina de 
recubrimiento. Es la résina exudada por el arbol en forma de pe 
quenas gotas y muy lentamente entre el liber y la madera, como 
consecuencia de danos de diferentes tipos. Parece que esta rela
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cionada con el proceso de "curacion” de la herida, y su composi 
cion es muy distinta de la que presentan las dos anteriores. En 
la résina de recubrimiento de Picea abies se han encontrado lig 
nanos, entre ellos, pinoresinol (XVIl) (HILLIS^®^^),
HCO
HO CH
CHCH OCH3
OHCH
(X V I I )
Sobre las propiedades toxicas de esta résina no se han 
realizado todavia ningunos estudios. Pinoresinol se ha mostrado 
toxico frente a Lentinus lepideus (RUDMN^ .
2.3'3 La madera del abeto rojo y su respuesta a la infeccion 
del Fomes annosus
Los estudios quimicos sobre la madera del abeto rojo se 
deben sobre todo a FREUDENBERG y sus colaboradores.
FREUDENBSRG y KNOF(8$) investigan el extracto de aceto-
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na-agua del duramen molido, encontrando junto a un 0,5% de sus­
tancias no fenôlicas y un 0,5% de sustancias tipo lignina , un 
0,6% de lignanos. Entre ellos identificaron estos autores (~) 
matairesinol, del que ya hemos hahlado, un lignano aislado por 
primera vez del duramen de Podocarpus spicatus (llamado comun- 
mente "matai"), que tiene propiedades toxicas frente a algunos 
hongos, como ya se ha visto anteriormente. Es posihle que otros 
componentes presenten tambiên este caracter toxico, pero parece 
ser que el efecto inhibidor total de estas sustancias es insufi 
ciente para resistir a la pudricion.
La albura de estos arboles, sin embargo, es mucho mas re 
sistente. observa la existencia en algunos abetos ro-
jos atacados por la pudriciên del duramen de una zona verde-oli 
va entre la albura sana y la madera enferma, que denomina,igual 
que en los pinos (2.2.2), "zona de reaccion". La misma zona apa 
rece en arboles infectados artificiaimente con Pomes annosus. En 
tre sus constituyentes ha encontrado este autor sustancias feno 
lie a s, al parecer lignanos ) que pueden ser en su opi
nion responsables de su resistencia. Nuestros propios trabajos 
confirman tambiên esta suposiciôn.
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2.4 Eelaciones entre los factores ecologicos del habitat foree- 
tal, el estado de nutricion del abeto rojo y la "pudricion 
del duramen"
Como ya se dijo en la introduccion, la pudriciên del du 
ramen del abeto rojo se présenta con mayor frecuencia en habi­
tats forestales de unas caracteristicas ecolêgicas determinadas. 
En la bibliografla sobre el tema se encuentran dates abundantes 
con relaciên a este hecho. Asi, ROHîvîEDER^ ^^  ^hizo ya en 1937 un 
estudio detallado de la dependencia entre la pudriciên del dura 
men y el medio ambiente. Investigaciones mas recientes han veni 
do a confirmar estas observaciones. D I M I T R I encuentra que la 
germinaciên de las esporas de Fomes annosus sobre los tocones 
procedentes de la tala de los arboles, varia con los tipos de 
suelo y es particularmente intensa en aquêllos rie os en carbona 
tos. Asimismo, WERNER^^"^^ y ZYCHA y KATO^^^^ muestran que el tan 
to por ciento de los arboles eniermos de pudriciên guarda estre 
cha correlaciên con determinados factores ecolêgicos del medio.
Para explicar esta dependencia entre el complejo ambien 
tal y la pudriciên del duramen, se han senalado varias causas, 
que, sin embargo, no la aclaran por complete, Unas de estas eau 
sas se refieren al hongo -ausencia de antagonistes en détermina 
dos tipos de suelo, falta de elementos nutritives-, otras ata- 
nen al arbol -predisposiciên a la enfermedad a causa de la for-
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macion de grietas en la corteza de las raices, etc.
LAATSGH basandose en las consideraciones anteriores, en 
observaciones personales y en datos de laboratorio, formulé la 
hipotesis de trabajo que ya enunciamos textualmente en la intro 
ducciôn, y en la cual, admitiendo las causas enunciadas mas arri 
ba como posibles, busea ademas explicar la predisposiciên de la 
planta como consecuencia de una concentraciên insuficiente de 
sustancias inhibidoras en el liber de las raices. Estas sustan­
cias, en su mayoria de caracter fenêlico como ya se sabia por in 
vestigaciones anteriores, se forman a partir de los productos
primaries de la fotosintesis -segûn ha comprobado DITTRICH (17)
mediante expérimentes llevados a cabo con , la cual a su
vez depende del abastecimiento de la planta con agua y elemen­
tos nutritives. Un estado de nutriciên déficiente o no armênico 
deberia disminuir por tanto la sintesis de compuestos inhibido­
res y con elle la resistencia del liber a la penetracion del pa 
rasitoe
Con ayuda de esta hipêtesis se puede explicar el hecho 
de que la "pudriciên del duramen" se présente con mayor frecuen 
cia en los siguientes habitats forestales:
- aquéllos en que el suelo experiments sequias periôdicas y 
las raices se encuentran muy superficiales
- los que poseen un suelo con un alto contenido en carbona - 
tos, 0 atravesado periêdicamente por corrientes de agua bi
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carbonatada
- los que presentan un suelo muy rico en nitrogeno.
Estos factores ejercen un gran influjo en el estado de 
nutricion de los arboles -como veremos en los apartados siguien 
tes-, y este, a su vez, sobre las propiedades fungitôxicas del 
liber del abeto rojo, segûn demuestran los resultados de la pre 
sente investigaciôn. La consideracion de las relaciones entre 
los factores ecolêgicos, el estado de nutriciên del arbol y su 
resistencia a la infecciôn, proporciona una nueva interpréta - 
ciôn a la dependencia existante entre complejo ambientai y "pu­
driciên del duramen", y abre caminos inéditos a la lucba contra 
esta enfermedad, por ejemplo, por medio de un abonado convenien 
te.
2.4.1 Influencia de las sequias periôdicas del suelo
Cuando aquella zona del suelo en la que se encuentran 
la mayoria de las raices de los arboles esta sometida periêdica 
mente a fuertes sequias, se produce una reducciên de la activi­
dad fotosintética y con elle del transporte de azûcar en la plan 
ta Segûn este autor, en estos periodos las acicu -
las sufren falta de agua y por tanto se ven,obligadas a cerrar 
los estomas demasiado pronto durante el dia, limitando la trans 
piraciên. La carencia de agua dificulta ademas la absorciên de 
potasio por las raices, lo cual conduce igualmente a una inhibi
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cion de la fotosintesis (VAADIA et al. .  Los tejidos vivos 
del tronco y de las raices no reciben de esta forma suficiente 
cantidad de elementos nutritives y quedan inhabilitados para una 
sintesis normal de productos secondaries, entre ellos, como se 
verà en los propios resultados, de sustancias inhibidoras. Ade­
mas , las raices se agrietan por esta falta de agua, abriend o la 
puerta al ataque de los hongos.
Los trabajos de varios autores vienen a confirmar estas 
afirmaciones. Entre ellos REHFUESS^^^^ ha encontrado una corre­
laciên negative entre el porcentaje de arboles enfermes de pu­
driciên y el abastecimiento de agua del suelo.
Si a esta sequia se une la existencia de una red de ra^ 
ces muy superficial, el peligro de infecciên es mucho mayor, no 
sêlo por la falta de agua, sino tambiên por la posibilidad de 
contactes entre raices de arboles vecinos, pudiendo pasar el pa 
rasito de un arbol infectado a uno sano. Esta forma de propaga- 
ciên de la enfermedad es muy importante en el caso del Fomes an 
no sus, ya que este hongo, debido a sus antagonistas, no puede 
crecer en el suelo sino sêlo sobre la madera (SCHONHAR^^^).
2.4.2 Influencia de un suelo con un alto contenido en carbo­
nates
Un suelo muy rico en carbonates dificulta el abasteci - 
miento del abeto rojo con potasio, manganèse y hierro.
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ha estudiado detenidamente este fenômeno en suelos calizos del 
sur de Alemania, encontrando que, incluse para aitas concentra­
ciones de potasio en el suelo, el abastecimiento de la planta 
con este elemento puede ser déficiente, a causa del conocido an 
tagonismo potasio-calcio. En algunos casos, la deficiencia en 
potasio puede ser tan grande que aparezca la clorosis de las 
aclculas tornândose las puntas amarillas.
Mas frecuente aun se présenta en estos tipos de suelo 
la deficiencia en manganese del abeto rojo ( KREUTZER
Las aclculas mas jôvenes se vuelven totalmente amarillas, sobre 
todo las que estan situadas mas cerca del tronco, las antiguas 
permanecen vendes aunque a veces palidecen un poco. Esta insufi 
ciente nutriciên con manganèse puede ocasionar ademês una inac- 
tivaciên del hierro, de forma que aunque las aclculas posean una 
concentraciên aita en este elemento, sêlo una pequena parte de 
ella es activa fisiolêgicaraente. Este fenômeno ha sido designa­
do como deficiencia relativa de hierro (ZECH^^^^). El alto pH 
del suelo puede causar ademas una deficiencia absoluta de este 
elemento. En este caso, las aclculas nuevas de los arboles jêve 
nés presentan un color bianco amarillento.
El elevado pH del suelo es tambiên la causa de la defi­
ciencia de manganese, ya que los arboles sêlo pueden asimilar 
este elemento si se encuentra en forma Mn"^ ,^ y para la reducciên 
del Mn^^ y Lîn^ '^  se requiere un pH mas bajo que el de estos sue-
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los. Aim que las raices o las mycorrizas puedan bajar el pH de 
las regiones ininediatas mediante secreciones acidas, facilitan- 
do la absorcion de manganeso y hierro, esto tendra solo im efec 
to momentaneo en el caso de que el suelo esté atravesado por co 
rrientes de agua bicarbonatada•
La deficiencia de potasio reduce, como ya dijimos an - 
tes, la actividod fotosintetica de la planta, a traves de una 
disminucion de la presion de turgescencia. Esto a su vez hace 
que la corteza de las raices presente grietas, lo que facilita 
el ataque de los bongos, Igualmente la deficiencia en manganeso 
y bierro dificulta la f otosintesis ( K R E U T Z E I ^ ,
REHEUESS^^’ al examiner las relaciones entre content
do en carbonates -o bien el pH del suelo-, el estado de nutri-
cion del abeto rojo y el tanto por ciento de arboles enfermes
de pudricién en el Scbwabiscbe Alb (Baden-Württemberg) encuen-
tra que los bosques mas danados son agnelles de suelos calizos, 
donde los arboles presentan una nutricion déficiente en mangane 
so y bierro, junto con falta de nitrogeno. Las investigaciones 
llevadas a cabo por SCHOITÏÏAR^^^ sobre los bongos causantes de la 
pudricién del abeto rojo en esta misma région, conducen asimis 
mo a la conclusion de que el ataque del Femes annosus es mucbo 
mas frecuente en suelos calizos con un pH elevado que en sue - 
los de caracter acide.
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2.4.$ Influencia de un suelo muy rico en nitrogeno
Lqs habitats forestales que presentan suelos muy ricos 
en nitrogeno, como son aquellos utilizados anteriormente con fi 
nés agricolas, o bien, los que por naturaleza poseen una alta 
concentraciôn en este elements, se ven especialmente afectados 
por la pudricién del duramen (ROHMEDER^^^^).
El hecho de que el nitrégeno sea uno de los elementos 
que favorecen el ataque de los hongos al encontrarse en concen- 
traciones excesivamente altas es ya conocido en otras plantas 
(KRAUoS^^^^). Las causas que se ban dado para explicarlo ban si 
do varias. Por una parte, el gran contenido de los tejidos en 
coiïipuestos nitrogenados ofreceria al bongo un buen sustrato nu­
tritive (KLEIN^^^^). Ademas, un abonado exclusivamente a base 
de nitrogeno ba dado lugar en algunos cases a una concentracién 
de fenoles mas pequena, lo cual es origen de una mener resisten 
cia a la infeccién de los bongos, como se ba observado en el tri 
go (PL ARE Grandes cantidades de nitrégeno impi de n tam -
bien una lignificacién compléta, debido a lo cual los tejidos 
presentan escasa resistencia a la penetracién del parasite. En 
el apartado 4.1.$.4 sera expuesto cuales de estas causas jue- 
gan en el abeto rojo, segûn nuestras investigaciones, un papel 
importante.
Gontemplado el problems desde este punto de vista, sé­
ria por tanto preferible una deficiencia de nitrégeno a un exce
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so de este elemento. Sin embargo, cuando la deficiencia es dema 
siado grande puede reducir la actividad fotosintetica de la 
planta y con ello su resistencia. En cada caso sera necesario 
estudiar las condiciones ôptimas del abonado.
5. Material y métodos
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$.1 Analisis del liber. Extraccion y determinacion de su conte 
nido en sustancias inhibidoras y estimulantes del creci - 
miento del Eones annosus
$.1.1 Procedencia del material. Toma y preparacion de las mues- 
tras
El liber utilizado en estas investigaciones procédé de 
diverses plantaciones de abetos rojos situados en el sur de Aie 
mania. Como se intentaba examinar la composiciôn quimica de los 
extractos y el efecto inhibidor de dicho liber bajo distintas 
condiciones ecologicas, en cada expérimente se han escogido pre 
cisamente aquellos habitats forestales que presentaban las ca- 
racteristicas requeridas, las cuales se detallarân, para mayor 
claridad, al principle de cada nueva experiencia dentro del ca­
pitule de los resultados, junto con los dates referentes a la 
edad de los arboles, altura de los mismos, fecha de la toma de 
muestras, etc. En cada caso se especificara también si se ha tra 
bajado con liber del tronco o de las raices. Solo en circunstan 
cias excepcionales, a las que se alude en el texto, el material 
proviene de arboles talados. Las muestras han side tomadas en to 
dos los cases entre las 9 y las 11 de la manana.
Para la toma de muestras se ha seguido el siguiente pro 
cedimiento. Con im taladrador de corchos, de 1,$ cm de diametro, 
desinfectado con metanol, se perfora la corteza hasta llegar a
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la albura. Los discos résultantes se desprenden de esta ultima 
con ayuda de un escalpelo, y con este mismo instrumente se sepa 
ra cuidadosamente la corteza externa, introduciendo inmediata - 
mente el reste -liber o corteza interna- en vases Dewar con hie 
lo seco (-80^0) ) para evitar la oxidacion enzimatica
de los polifenoles, que en condicionesnormales, en presencia de 
aire, se efectùa con gran rapides. A continuéeion se desinfxta 
la herida sufrida por el arbol con metanol y se cubre con cera 
vegetal para evitar infecciones. Ya en el laboratorio, el liber 
congelado se muele en un turmix con hielo seco pulverizado, lo 
que ademas de impedir la oxidacion permit© una trituraciôn mas 
perfects. Las muestras ya molidas se introducer, en matraces de 
fonde redondo con atmosfera inerte, haciendo circular a través 
de ellas una corriente de CO2 qne arrastra trazas de SOp al atra 
vesar un frasco lavador con NaHSO^ hûmedo. El SOp tiene el fin 
de envenenar los enzimas oxidativos. Mientras esté circulando 
la corriente -aproximadamente el tiempo necesario para el des- 
congelamiento de las muestras- es conveniente agitar con fre - 
cuencia el contenido de los matraces para que el efecto del an- 
hidrido sulfuroso llegue a todas las particules. Este proceso 
del envenenamiento de los enzimas es decisive si se quiere rea- 
lizar una determinacion cuantitativa de los fenoles. Al final de 
be poseer el liber su color original, blanco. Las muestras se 
conservan hasta su utilizacion en esos mismos matraces, dentro
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de una cémara frigorifica a -18^0.
La determinacion del tanto por ciento de sustancia seca 
del liber se efectùa secando muestras de 1 g a 10$^C hasta peso 
constante. •
5.1.2 Preparacion de los extractos
Las muestras molidas son sometidas a sucesivas extrac- 
ciones con el fin de obtener grupos de sustancias con propieda- 
des afines. SI proceso de extraccion que se ha seguido présenta 
algunas variaciones respecte al descrito por LAAÏ3GH et a l . ^  
para el liber del abeto rojo, acomodadas al fin de nuestro tra- 
bajo.
5.1.2.1 Extraccion con cloroformo
Para separar las sustancias resinosas se ha realizado 
una primera extraccion con cloroformo (GRASSMAN et al.^^^^), se 
gùn el siguiente metodo:
6 g de una muestra de liber molido se calientan a reflu 
jo con 50 ml de cloroformo a la temperatura de 60-70°G duran­
te 1 hora, en un aparato eléctrico que permite extraer simultà- 
neamente seis muestras. Al cabo de este tiempo se deja enfriar, 
y se sépara por filtraciôn a través de lana de vidrio la solu- 
ciôn de cloroformo, de color amarillo-verdoso. Se repite la ex­
traccion cuatro veces mas en las mismas condiciones.
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Los extractos de cada muestra se reûnen y se evaporan a 
presion. reducida. El residuo es una masa oleosa de un color ama 
rillo claro u oscuro, segûn la cantidad, y con olor de résina-. 
Se détermina su concentraciôn en el liber por pesada.
Durante esta extraccion y la siguiente se hace circular 
a través del dispositivo una corriente lenta de COg con trazas 
de SOp. También se hace pasar una corriente de estos gases a tra 
vês de todos.los disolventes que se van a utilizer.
3.1.2.2 Extraccion con etanol-agua (1:1)
El liber procédante de la extraccion con cloroformo se 
libera de los restes de este haciendo circular a través de él 
una corriente fuerte de 00^ con SOp y manteniendo la temperatu­
ra entre 50-70^0. A continuaciôn se somete a una extraccion con 
etanol-agua (1:1), segûn ENDRES^^^^), utilizando el mismo dispo 
sitivo que en la extraccion anterior y las mismas condiciones , 
pero a una temperatura mener, entre 30 y 60^0. Se realizan i - 
gualmente cinco extracciones, cada una de 1 hora de duracion,al 
cabo de las cuales han side extraidas practicamente todas las 
sustancias interesantes en nuestro caso. Los extractos corres- 
pondientes a cada muestra se reûnen en un matraz aforado de 
250 ml, que se enrasa con etanol-agua (1:1). Esta soluciôn, que 
contiene una mezcla de polifenoles, azûcares y otros compuestos, 
sera utilizada como base en las investigaciones siguientes.
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Opérande de la forma anterior se obtiene un peso de ex­
tracto de etanol-agua no superior a 1 g. Cuando se requieren 
cantidades mayores, por ejemplo, para hacer ensayos frentea los 
hongos, se debe partir de un peso superior de liber molido, pe­
ro utilizando las mismas proporciones de disolvente para que la 
extraccion sea compléta. Los extractos se evaporan a sequedad , 
a presion reducida, en un Rotavapor, manteniendo la temperatura 
del bano de agua por debajo de los 40^G. SI residuo pierde con 
dificultad los ûltimos restos de agua, lo que origina su oxida­
cion al ponerse en contacte con el aire. Para evitarlo se redi- 
suelve en metanol y se vuelve a evaporar. El extracto présenta 
un color ocre claro y aspecto espumoso, apareciendo completamen 
te seco. En estas condiciones es dificil la oxidacion de los fe 
noies.
3.1.2.3 Reparte del extracto de etanol-agua en el sistema 
èter/agua
10 ml de extracto de etanol-agua se evaporan a sequedad 
a presion reducida, en el Rotavapor, disolviendo el residuo en 
10 ml de agua. Esta soluciôn se extrae cinco veces, con 20 ml de 
ôter cada una, en un embudo de separaciôn. Las fases etereas se 
reûnen en un matraz y se depositan durante 1 hora en una camara 
frigorifica a -18^G hasta que se congela el agua que arrastran. 
Al cabo de este tiempo se filtran y se colecta el liquide en un
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matraz aforado de 100 ml enrasandolo j reservando la soluciôn 
para la determinacion cuantitativa de los fenoles en alla conte 
nidos. Como ya se especificara mas tarde (4.1.1.1) se trata prin 
cipalmente de polifenoles libres. El agua congelada se une a la 
fase acuosa que contiene glucôsidos, catequina y otras sustan - 
cias afines, azûcares, aminoacidos y otros compuestos; se utili 
za para la determinacion cuantitativa de los mismos.
5.1.5 Examen cromatografico de los extractos
El extracto de etanol-agua de las distintas muestras de 
liber, asi como en algunas ocasiones la fase etêrea y la fase 
acuosa del mismo procédantes de su reparte en el sistema êter/ 
agua han sido examinados cromatograficamente mediante cromato - 
grafias sobre papel y capa fina.
5.1.5'1 Gromatografia sobre papel
Como papel cromatografico se ha utilizado Schleicher 
& Schüll n- 2045 b (29 x 50 cm), en tecnica ascendente bidimen- 
sional, empleando los siguientes disolventes de desarrollo:
I butanol - âcido acêtico - agua (4:1:5)
II âcido acetico 6%
III etanol-agua (1:5)
El desarrollo de los cromatogramas se realiza en la os- 
curidad, en una camara cromatogrâfica para papel, saturada pre-
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viarnente durante 24 horas con los vapores del disolvente de de­
sarrollo, y a una temperatura de 22°C.
Para caracterizar las sustancias se observan los croma­
togramas a la luz ultraviolets (566 nm) y seemplean los siguien 
tes reveladores:
Cloruro de aluminio (CR/P1SPl^  . Soluciôn de AlCl^ al
1% en alcohol etilico. Una vez pulverizado el cromatograma se so 
mete a la accion de la luz ultraviolets.
Vanillina-HCl (reactive de Lindt) (WATKIN et al. )
Se disuelve 1 g de vanillina en 12 ml de metanol y a esta solu­
ciôn se le anaden 6 ml de HGl al 25%. Este reactive se puede con 
servar en la camara frigorifica algunos dias.
5.1.5.2 Gromatografia de capa fina
Los extractos se examinan también por croraatografia de 
capa fina sobre poliamida y celulosa en técnica bidimensional , 
utilizando las plaças "Selects (Schleicher & Schüll) de 20x20 
cm, poliamida G 1600 y celulosa G 1440.
Gomo disolventes de desarrollo se utilizan P I y P II pa
ra plaças de poliamiday G I y G II para plaças de celulosa (Ta­
bla II, Pag. 68).
Los cromatogramas se desarrollan en la oscuridad en ca- 
maras Desaga de separaciôn simultanés, prevlamente saturadas du 
rante 50 minutes con los vapores del disolvente de desarrollo em
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pleado j a ima temperatura de 22*^ 0.
La posiciôn de las sustancias se détermina oLservando 
los cromatogramasa la luz ultraviolets (566 nm)y utilizando los 
mismos reveladores que en la cromatografîa sobre papel (5*1.5*1).
5.1.4 Anâlisis cuentitativo de los constituyentes fenolicos
La determinacion cuantitativa de los fenoles contenidos 
en la fase etêrea y en la fase acuosa del extracto de etanol- 
agua, de donde proviene la mayor parte del caracter inhibidor 
del liber, se lleva a cabo por mêtodos colorimétricos, como se 
describe a continuaciôn.
5.1.41.1 Determinacion cuantitativa de los polifenoles en la 
fase etêrea
La fase etêrea del extracto de etanol-agua contiene po­
lifenoles libres -entre ellos, los aglucones de los glucôsidos 
que se encuentran en la fase acuosa-, como se vera en el aparta 
do 4.1.1.1 de los resultados.
La determinaciôn cuantitativa del contenido total en fe 
noies de esta fase se ha realizado con el reactivo de Folin-Ciq 
calteau -preparado segûn propone la A.O.A.C. (fîORWITZ^^^^^)- y 
siguiendo el mêtodo expuesto mas adelante.
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Reactivo de Folin-Ciocalteau
Se disuelven 100 g de Na2W0^. 2H2O y 25 g de 
Na2^ 00^. 2H2O en 700 ml de agua en un matraz de fonde redondo 
de 2 1. Se anaden 50 ml de âcido fosfôrico concentrado y 100 ml 
de HCl del $5%, calentando la mezcla suavemente a reflujo duran 
te 10 horas. Pasado este tiempo y enfriada la soluciôn se agre- 
gan 150 g de sulfate de litio, 50 ml de agua y 4-6 gotas de hro 
mo. Se hace harvir la mezcla I5 minutes para expulsar el exceso 
de brome y luego se deja enfriar. Se pasa despues a un matraz a- 
forado de 1 litre y se enrasa con agua. El reactivo présenta un 
color amarillo-oro. Se debe conserver en un frigorifico.
Antes de su utilizaciôn se diluye un volumen de esta so 
luciôn con dos volûmenes de agua.
Metodo
A 10 ml de la fase etêrea se le anaden 20 ml de etanol. 
Se hace evaporar el êter a presiôn reducida en un Rotavapor y el 
reste de la soluciôn se enrasa nuevamente con etanol a 20 ml. De 
esta soluciôn se toraan partes alicuotas de 0,5 ml, se diluyen 
con 5 ml de agua y se anaden 1,5 ml del reactivo de Folin-Gio- 
calteau. Se mezcla bien. Se adiciona.l ml de carbonate sôdico 
en agua al 14%, se vuelve a agitar fuertemante y se mantiene en 
un bano de agua hirviendo durante 5 minutes (el color pasa de 
verde a azul). Una vez frias, las pruebas se centrifugan por e^
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pacio de 5 minutes al cabo de los cuales se mide la absorbancia 
a 760 mjX; estas lecturas han sido realizadas en un espectrofoto 
métro Zeiss con cubetas de cuarzo de 1 cm de espesor, frente a 
una prueba en blanco preparada con etanol absolute y los reacti 
vos. Esta prueba es incolora.
Para la curva de calibrado se ha utilizado sustancia se 
ca de la fase etêrea del liber del abeto rojo.
5.1.4,2 Determinacion cuantitativa de los polifenoles en la fa­
se acuosa
La fase acuosa contiene junto a compuestos fenolicos 
-fundamentaImente glucôsidos y catequinas-, azûcares, aminoaci­
dos y otras sustancias. Los fenoles se pueden determinar con el 
reactivo de Folin-Giocalteau, segûn se expone a continuaciôn en 
el apartado a), ya que los otros compon-entes de esta fase,(apar 
tado b), no ejercen en este caso influencia alguna en el color 
de la reacciôn, como se vera en el capitule 4.1.1.5 de los re - 
sultados.
a) Para determinar cuantitativamente los glucôsidos, y 
las catequinas y las leucoantocianinas de la fase acuosa se si- 
gue el siguiente procedim.iento;
Un determinado volumen de la fase acuosa se diluye con 
19 volûmenes de etanol-agua (1:1). Gon partes alicuotas de esta 
soluciôn, "soluciôn base", de 0,5 ml se lleva a cabo la reac -
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cion con el reactivo de Folin-Ciocalteau siguiendo el metodo ex 
puesto para los polifenoles libres. De esta forma se obtiene una 
absorbancia global T.
La concentraciôn del grupo de las catequinas y las leu­
coantocianinas se puede determinar con el reactivo de Lindt,-pre 
parado de igual forma que en 5.1.5-, siguiendo el siguiente me­
todo :
A 0,5 ml de la soluciôn base se le anaden 5,5 ml de nCl 
del 25"À j 1 ml del reactivo de Lindt. A continuaciôn se agita 
fuertemente apareciendo un color rosa. Exactamente a los 5 minu 
tosse mide la absorbancia a 500 m|x utilizando cubetas de 1cm de 
espesor. Para la prueba en blanco se utiliza etanol-agua (1:1). 
La curva de calibrado se ba preparado con (+) catequina (de la 
casa Roth, Karlsruhe) como sustancia de referenda. De ella se 
puede deducir la concentraciôn de catequinas y 1euecantociani - 
nas, c,
A partir de una segunda curva de calibrado, correspon - 
diente a la reacciôn de (+) catequina con el reactivo de Folin- 
Ciocalteau, se puede deducir la absorbancia (absorbancia C) que 
correspenderla a la concentraciôn de catequinas y leucoantocia­
ninas encontrada anteriormente (c), si se utilizara el reactivo 
de Folin-Ciocalteau en lugar del Lindt, y que es la absorbancia 
con que contribuyen las catequinas al valor global T.
Restando de esta absorbancia global T la absorbancia C
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de las catequinas y leucoantocianinas, se obtiene la absorban­
cia G correspondiente a los glucôsidos. La concentraciôn de es­
tos ha sido obtenida de una curva de calibrado construida con ra 
pontina (Roth, Karlsruhe) como sustancia de referencia y el re­
activo de Folin-Ciocalteau.
b) Con el fin de estudiar la influencia de los componen- 
tes no fenôlicos en la determinaciôn cuantitativa de fenoles 
por los mêtodos anteriores, se ha procedido a la separaciôn de 
aïïibos grupos de sustancias por medio del siguiente e^rperimento: 
Una columna cromatogrâfica de 20 cm de altuj?a y 5 cm de 
diâmetro se rellena con una suspensiôn de 40 g de polvo de po­
liamida (Poliamida 11 para capa fina merck) en agua. La columna 
se lava con el mismo disolvente durante 24 horas. Se aplican 
500 mg de un extracto seco de la fase acüosa disueltos en 1 ml 
de agua y se eluye la columna con este mismo disolvente a una 
velocidad de 2 ml por hora. El eluado se recoge en fracciones 
de 2 ml y se suspende la eluciôn cuando aparecen los primeros 
fenoles (observando una gota de la soluciôn sobre papel cromato 
grâfico a la luz ultravioleta). Las fracciones anteriores, que 
contienen fundament aiment e azûcares y algunos aminoâcidos se re 
ûnen y se evaporan* a sequedad, a presiôn reducida.
Con el residuo se lleva a cabo la reacciôn de Folin-Ciq 
calteau. También se han verificado con el ensayos biolôgicos.
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5.1.5 Determinaciôn cuantitativa de azûcares
El contenido total en azûcares de la fase acuosa del ex 
tracto de etanol-agua o bien directamente del mismo, se ha 11e- 
vado a cabo colorimêtricamente con antrona.
Preparacion de la soluciôn de azûcares
2 ml del extracto de etanol-agua (5.1.2.2) o de su fase 
acuosa (5.1.2.5) se diluyen con 20 ml de agua y a la soluciôn se 
adicionan 200 rng de carbôn active, con el fin de absorber los fe 
noies que hay en la misma, agitando la suspensiôn durante 10 mi 
nutos. Se centrifuga 5 minutes y se decanta el 11guido sobrena- 
dante filtrândolo a traves de un embudo con plaça de vidrio po- 
roso, recogiendo el liquide en un matraz aforado de 50 ml.Se re 
pite la operaciôn anadiendo al residuo de carbôn active 20 ml 
de agua, centrifugando y filtrando el liouido sobrenadante como 
la vez anterior. La soluciôn debe ser totalmente incolora. Por 
ûltimo, se enrasa el matraz con agua a 50 ml.
Reactivo de antrona ( M O R R I S ^ )
2 g de antrona se disuelven en 1 litre de âcido sulfûri 
co del 95% (preparado adicionando 1 litre de âcido sulfûrico 
concentrado a 50 ml de agua y enfriando la soluciôn).
Mêtodo
Se ha seguido el mêtodo de EBELL^105) modificado en par
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te por nosotros.
A 2 ml de la soluciôn a investigar, preparada como se 
describe mas arriba, o de agua si se trata de la prueba en blan 
co, se anaden en un bano de hielo 6 ml del reactivo de antrona, 
se agita fuertemente y se mantiene la mezcla por espacio de 5 mi 
nutos en el bano frio. A continuaciôn se calienta dumante7,5 mi 
nutos en un bano de agua hirviendo. Se deja enfriar a temperatu 
ra ambiente y se mide su absorbancia a 620 mjx. La concentraciôn 
de azûcar se calcula como glucosa a partir de una curva de cali 
brado (preparada con D-glucosa anhidra), que debe ser repetidâ 
para coda determinaciôn.
5.1.6 Determinaciôn cuantitativa de almidôn
El almidôn ha sido deterniinado en el residuo de liber 
procedente de la extracciôn con etanol-agua segûn el metodo de 
McCRÏÏADY et gp^  ( 106) ^ com.o a continuaciôn se describe;
Extracciôn del almidôn
A 200 mg de residuo del liber seco (que debe estar li­
bre de hidratos de carbone extraibles con etanol-agua (1:1), se 
anaden 5 ml de agua fria, y a continuaciôn, agitando sin césar,
6,5 ml de âcido perclôrico del 52% (preparado disolviendo 270 ml 
de âcido perclôrico del 72% en 100 ml de agua). Con una varilla 
de vidrio se revuelve la mezcla continuamente durante los 5 pri
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meros minutos y de vez en cuando los I5 minutos siguientes. Al 
cabo de este tiempo se adicionan 20 ml de agua y se centrifuga. 
A continuaciôn se filtra, recogiendo el liquide en un matraz afq 
rade de 100 ml; al residuo procedente de la centrifugaciôn se le 
anaden nuevamente 5 ml de agua y 6,5 ml de âcido perclôrico del 
52%. Se revuelve esta suspensiôn alguna vez durante un période 
de 50 minutos. Se centrifuga y se filtra en el matraz aforado 
que contiene el primer extracto, llevando su contenido a 100 ml 
con agua.
Determinaciôn
5 ml de esta soluciôn se diluyen a 500 ml y a continua­
ciôn se signe el metodo descrito por los azûcares en el aparta­
do anterior. La concentraciôn de glucosa encontrada hay que mul 
tiplicarla por 0,9 para convertirla en almidôn.
5*1.7 Determinaciôn del contenido en nitrôgeno
5.1.7.1 Determinaciôn del nitrôgeno total
En aquellos experimentos en los que se ha estudiado el
efecto del abastecimiento del ârbol con nitrôgeno sobre la ac-
ciôn inhibidora de su liber, han sido realizadas determinacio - 
nés de la concentraciôn de este elemento no sôlo en las acicu- 
las, sino también en el liber.
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Los anâlisis de nitrôgeno total en el liber molido y en 
el extracto de etanol-agua del mismo, han sido llevados a cabo 
segûn el mêtodo de Kjeldahl, siguiendo el procedimiento que se 
describe en 5*5.6 para el anâlisis de aciculas.
En el caso del liber se ha trabajado con cantidades de 
100-200 mg de sustancia secada con anterioridad a 80^0 y tamiza 
da a través de un cedazo de 1 mm. Para los anâlisis de nitrôge­
no en el extracto de etanol-agua, se ha partido de 10 ml de so­
luciôn.
5.1.7*2 Anâlisis de aminoâcidos
Los aminoâcidos libres contenidos en el extracto de eta 
no1-agua, o bien en su fase acuosa, se han determinado con un. 
analizador automâtico de aminoâcidos UÎTICHROM (de la casa Beck­
man) equipado con résinas cambiadoras esféricas de la serie M—  
Beckman (*).
La identidad de los aminoâcidos encontrados se ha com- 
probado también por cromatogrâfia de plaça fina sobre celulosa 
y gel de silice. Para la cromatografîa sobre celulosa se han uti 
lizado plaças "Selecta” (Schleicher & Schüll) de 20 x 20 cm, ce
(*) Estos anâlisis han sido realizados en el Max-Planck Insti 
tut für Biochemie de munich, por lo que expresamos nuestro 
agradecimiento al Prof. Dr. G. Braunitzery al personal del 
Laboratorio de Anâlisis de aminoâcidos.
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lulosa G 1440, empleândose los disolventes de desarrollo G III 
y C IV (Tabla II, pâg. 68).
En el caso de la cromatografîa sobre gel de silice con 
yeso, se ban empleado plaças de 0,25 mm de espesor, preparadas 
extendiendo nna suspension de 50 g de silicagel G (Merck) en 60 
ml de agua con el aplicador Desaga sobre cinco cromatoplacas de 
20 X 20 cm y dejândolas secar al aire durante una noche. Como di 
solventes de desarrollo se han utilizado 8g I y 8g II (Tabla II, 
pàg. 68).
Para determinar la posiciôn de las sustancias se ha usa 
do como revelador, tanto para plaças de celulosa como para las 
de silicagel, una disoluciôn alcohôlica de ninhidrina, obtenida 
disolviendo 0,5 g de ninhidrina en 100 ml de 1-butanoly 5 ml de 
âcido acêtico. El cromatograma se calientaa continuaciôna 110*^ 0 
dumante un. cuarto de hora.
5.1.7.5 Hidrôlisis de pêptidos
El extracto de etanol-agua contiene, ademas de aminoâci­
dos libres, pêptidos cuya hidrôlisis se ha llevado a cabo segûn 
el siguiente procedimiento:
5 ml del extracto de etanol-agua (1:1) se evaporan a se 
quedad en un Rotavapor. El residuo se disuelve en 1-1,5 ml de 
HGl 6H y se introduce en un tubo de ensayo con un estrecliamien- 
to capilar, con ayuda de un bano de hielo seco y acetona. Una
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vez realizada esta operacion, se -hace el vacio con una hoinha de 
agua y se cierra el tuho a la llama por el capilar. Se mantiene 
a continuaciôn 22 horas a una temperatura de 110°C. Los aminoa­
cidos procédantes de la hidrôlisis han sido analizados como en 
3.1.7.2.
5.2 Ensayos con la résina
5.2.1 Toma y preparaciôn de las muestras
Para la toma de muestras de résina se ha seguido el si­
guiente procedimiento, adaptado del de GIBBS^107).
Con el taladrador utilizado para la toma de muestras de 
liber (/ = 1,5 cm) se perfora la corteza del ârbol hasta llegar 
a la albuma y se sépara el disco résultante con ayuda del escal
pelo. En la herida producida, que hemos llamado "herida patrôn"
se sujeta un extreme de un tubo de cristal, de igual diâmetro 
que la herida, doblado en ângulo recto, cuyo otro extreme termi 
na en un capilar unido a un tubo colector mediante un tapôn. Se 
toman muestras con'una distancia de très semanas. La résina co- 
lectada se pesa y se disuelve en acetona. Si se deja evaporar 
el disolvente, se obtiene una masa blanca cristalina cubierta 
por una capa oleosa de color amarillo.
Las particularidades acerca del lugar, fecha, etc. de la 
toma de muestras de résina serân detalladas como en el caso del
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liber, al principio de cada experimento dentro del capitule de 
los resultados.
3.2.2 Examen cromatografico
La masa blanca cristalina, de la que hemos hablado ante 
riormente (3.2.1) se examina por cromatografîa de plaça fina uti 
lizando plaças de silicagel G (Merck) preparadas como se ha des 
crito en el caso de los aminoâcidos (5.1.7.2).
Los disolventes de desarrollo usados han sido Sg III , 
Sg IV y Sg V (Tabla II, pâg. 58).
Como revelador se ha utilizado una soluciôn de KMnO^ 0,1M 
y HgSO^ 10% (1:3), calentando a continuaciôn el cromatograma du 
rante 5 minutos a 105 C^.
3,3 Ensayos con la madera
3.3.1 Toma y preparaciôn de las muestras
Las muestras de madera utilizadas en estos ensayos pro- 
cedian de arboles recien talados. Las secciones de tronco de 
0,5 m de longitud, trasladadas inmediatamente al laboratorio , 
fueron cortadas transversalmente hacia la md.tad, aprovechando 
sôlo un disco central de unos 20 cm de espesor. En este disco 
se ha separado la corteza, que no ha sido utilizada, la albura, 
el duramen y, en caso de existir, la zona de reacciôn. La made-
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ra de estas très ultimas partes se muele en un molino y se con­
serva en una camara frigorifica a -18^0 hasta su extracciôn. El 
tanto por ciento de madera seca se détermina como en el caso del 
liber (3.1.1).
Detalles sobre las estaciones forestales de donde prove 
nian las muestras se encuentran en el apartado correspondiente 
de resultados (4.3.1).
3.3.2 Preparaciôn de los extractos
Las muestras molidas se someten a un proceso de extrac­
ciôn que consta de los siguientes pasos:
Extracciôn con eter de petrôleo. En un extractor Sohylet 
de 500 ml de capacidad se extraen 50 g de madera molida durante 
lü horas con êter de petrôleo, para separar las sustancias gra- 
sas. i-a soluciôn obtenida -en todas las muestras, de color rosa 
claro-se évapora en un Rotavapor a presiôn reducida y constitu- 
ye el "extracto de êter de petrôleo".
Extracciôn con cloroformo. La madera procedente de la 
operaciôn anterior s^e extrae en el mismo dispositivo con cloro­
formo , nuevamente durante 10 horas. El extracto présenta dife - 
rente aspecto, segûn se trate de muestras de albura, de duramen 
o de zona de reacciôn. Se évapora como en el caso anterior en un 
Rotavapor a presiôn reducida hasta sequedad, obteniendo asi el 
"extracto de cloroformo".
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Extraccion con acetona. El residuo de madera procedente 
de la extraccion con cloroformo es extraido por ûltimo con ace­
tona en las mismas condiciones. El extracto, que también puede 
presentar aspecto diferente segûn la madera de origen, constituye 
el"extracto de acetona"
3.3.3 Examen cromatografico de los extractos
Los extractos obtenidos por el procedimiento anterior 
(3.3.2) se examinan cromatograficamente sobre capa fina en pla­
ças de silicagel G, preparadas como ya se ha descrito para el a 
nalisis de aminoacidos (3.1*7.2), utilizando como disolventes 
de desarrllo Sg III, Sg IV, Sg V, Sg VI y Sg VII(Tabla II, pag.66) 
en técnicas mono y bidinensionales.
La posicion de las sustancias se détermina con el uso de 
los siguientes reveladores:
- KMnO^ 0,1M - (1:3) (RUDLOPP y
- acido fosfomolibdico
- acido diazobenzolsulfonico (î'REUDEIJBERG y
- Plin-Ciocalteau
- sal de azul solide
La plaça debe ser calentada despûes del uso de los revq 
1adores durante 3 minutos a 105^0.
Para las plaças con fines preparatives, se toman 175 g 
de gel de silice G (Merk) y 420 ml de agua destilada (suficien-
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te para cinco cromatoplacas) y se extiende sobre estas con un 
aplicador Desaga. Las plaças se raspan por zonas o bien totalmen 
te, segun el experimento, y las sustancias adsorbidas se eluyen 
con acetona (ALGUBILLA^^^^).
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T a b 1 a II
Disolventes de desarrollo utilizados en los analisis 
cromatograficos sobre capa fina
roliamida
P I agua - etanol - etilmetilcetona - acetilacetona (65:15:15:5) 
P II cloroformo - metanol - etilmetilcetona (60:26:14)
Celnlosa
C I n-butanol - acido acetico - agua (4:1:5) '
G II cicido acetico del 6%
G III n-butanol - acetona - dietilarnina - agua (50:50:6:15)
0 IV fenol - agua (75:25), equilibrando la fase acuosa con una
disoluciôn de amoniaco al 5%; pH 7,1-7,5
Silieagel G
Sg I cloroformo - metanol - amoniaco 17 % (40:40:20)
Sg II fenol - agua (75 = 25)
Sg III cloroformo - acido acetico (9:1)
Sg IV tolueno - dioxano - agua (1:1:1)
Sg V cloroformo - metanol (95=5)
Sg VI cloroformo - acetate de etilo (,9:1)
Sg VII benzol - acetate de etilo - agua (60:50:15)
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5.4 Ensayos biologicos
Para medir la accion inliibidora frente a Pomes annosus 
de las muestras molidas del liber y de la madera, asi como de 
sus extractos y de la résina, se ban realizado ensayos biologi­
cos en plaças Pétri sobre sustrato de agar-raalta, siguiendo el 
método descrito por LA-AT3CH et al.^^^.
La soluciôn nutritive de agar-malta se prépara de la for 
ma siguiente:
50 g de agar dividido en trozos pequenos se calientan 
con precaucion en un erlenmeyer de 2 litros con 1000 ml de agua 
destilada hasta que se disuelve el agar. A la soluciôn caliente 
se le anaden 60 g de extracto de malta disueltos en 500 ml de 
agua corriente, y se revuelve para que se mezcle bien. A conti 
nuaciôn se cubre el matraz con papel de estano y se esteriliza 
en un autoclave a 124°C y 1,5 at durante 5 minutes.
1 g de las muestras molidas del liber 0 de la madera, 0 
bien una cantidad de extracto équivalente a la contenida en di- 
cho gramo, se coloca en una plaça Pétri anadiendo a continua - 
ciôn 20 ml de la soluciôn de agar-malta, moviendo el contenido 
de la plaça, de forma que se reparta bomogéneamente.
Una vez esterilizado el medio base, en iguales condicio 
nés que las utilizadas para la soluciôn de agar, se procédé a su 
inoculaciôn con el bongo.Los inôculos, de 5 de diametro, pro-
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ceden de un cultive puro de Pomes annosus de feclia reciente en 
plaças Pétri sobre agar-malta. Todos los inocules utilizados en 
una serie de ensayos se toman de una misma plaça, y dentro de 
ella, de la misma zona de crecimiento. Las plaças Pétri ya ino- 
culadas se incuban a 23-24°C durante echo dias, al cabo de los 
cuales el micelio de las muestras testigo ha alcanzado el borde 
de las mismas. La diferencia entre los diàmetros del micelio de 
sarrollado en la plaça testigo y el formado en la muestra a in- 
vestigar, expresada en tanto por ciento respecto al crecimiento 
del bongo en la primera, nos da el valor de la inbibiciôn rela- 
tiva.
Los ensayos biologicos realizados en esta investigacion 
ban sido llevados a cabo en colaboraciôn con el Dr. G. Wenzel.
5.5* Analisis de las aciculas
Los cambios en el abastecimiento de los arboles con ele 
mentos minérales nutritives, se ban seguido fundamentaimente me 
diante el analisis de las aciculas. Los elernentos determinados 
ban sido fosforo, potasio, calcio, magnesio, manganese, bierro 
y nitrôgeno. Las concentraciones se ban expresado en p o  ppm de 
peso seco de aciculas molidas.
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5• 5• 1 Toma de muestras y preparacion de la soluci&n-'base
La recolecciôn de las aciculas se ha llevado a cabo al 
final del période de actividad vegetativa (octubre-noviembre) to 
mande solamente las aciculas formadas en el ano de la recoleC - 
cion y procedentes del extreme superior del tronco del arbol.Pa 
ra cada experimento se ban reunido las muestras procedentes de 
dies arboles en una sola. En cases excepcionales, que seran men 
cionados a su tiempo, se ba trabajado con menos material.
En el laboratorio las muestras se lavan con agua desti­
lada y se secan en estufas con ventilaciôn a 65^0. Una vez se- 
cas se desprenden de las ramas y se muelen en un turmix, mante- 
niêndolas a continuaciôn a 65^C durante 24 boras. Al cabo de es 
te tiempo se las introduce en un desecador y se las deja en- 
friar.
Se pesan muestras de 2 g en crisoles de cuarzo y se man 
tienen durante 16 boras entre 556-600^0. Las cenizas una vez 
frias se bumedecen con unas gotas de agua y se anaden lü ml de 
HGl del 16/0, se bace bervir suavemente la mezcla teniendo cuida 
do de taparla con un vidrio de reloj, y se filtra en un matraz 
aforado de 100 ml, lavande el crisol y el filtre repetidamente. 
Se adicionan 40 ml de nGl del 101' y se enrasa el matraz con agua 
destilada, obteniendo de esta forma una soluciôn clorbidrica al 
5/j, "soluciôn-base^' en la que se determinan fôsforo, potasio, cal 
cio, magnesio, manganese y bierro.
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5.5.2 Deterininaciôn colorimètrica de fosforo
Se realiza segûn el método de GERICKE y KURLiIES^ ^^ *^ ,^ El 
fôsforo, al reaccionar con las solnciones de vanadato ymolibda- 
to amônicos forma mi complejo astable de color amarillo,cnya es 
trnctnra no esta bien determinada.
Solnciones y réactivés
a ) Soluciôn de vanadato de amonio al ü,25%. 2,5 g de vanadato 
de amonio se disuelven en 500 ml de agua hirviendo.A la di 
soluciôn, una vez enfriada, se le anaden 20 ml de ôcido ni 
trico concentrado y se lleva la soluciôn con agua hasta 1 
litre.
B) Soluciôn de raolibdato de amonio al 5%. Se disuelven 50 g 
de molibdato amônico en agua a 50^0. Una vez fria se lleva 
la disoluciôn a 1 litre.
G) Acido nltrico diluido (HR0^:H20, 1:2)
D) Disoluciôn patrôn: KH2^0^ en agua.
Método
- 5 ml de la soluciôn-base se evaporan a sequedad en un vase 
de precipitado. Al residue se le anaden 2,5 ml de acido nl­
trico diluido y se hace hervir un poco para transformar los 
pirofosfatos en ortofosfatos. La soluciôn résultante se pa- 
sa cuantitativamente a un tube de ensayo de 25 ml graduado.
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Se anaden 2,5 ml de la soluciôn A), y a continuaciôn 2,5ml 
de la soluciôn B) y se llena con agua hasta 25 ml. El con­
tenido de los tubos se revuelve con una varilla de vidrio. 
Se deja reposar y al cabo de 50 minutes se mide la intensi 
dad del color en un espectrofotômetro a 456 mja, en cubetas 
de 1 cm de espesor frente a la prueba en blanco.
- La CUT va de calibrado se construye con disoluciones que con 
tengan 100, 200, 500 y 400yP por ml, por diluciôn de la di 
soluciôn patrôn.
5.5*5 Determinaciôn de potasio, calcio y magnesio
Los elernentos potasio, calcio y magnesio han sido deter 
minados directamente en la soluciôn-base; potasio y calcio por 
fotometria de llama en un fotômetro de llama Eppendorf, y magne 
sio por espectrofotometria de llama en un espectrofotômetro 
Zeiss con un accesorio adecuado a estas medidas,
Para el potasio se utilisa como gas de combustion una 
mezcla de propane y aire. La soluciôn patrôn, preparada con liCl, 
contiene 100^K por ml de HGl 5%*
En el caso del calcio se emplea una mezcla de acetileno 
y aire como gas de combustiôn, y la soluciôn patrôn se prépara 
con hidrôxido de calcio, a una concentraciôn de 100/Ga por ml de 
HGl 5%. En la determinaciôn de magnesio se emplea una mezcla de 
oxigeno y acetileno. La soluciôn patrôn se prépara con 1 gO, y
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contiene 50yMg por ml de HGl 5%*
3.5*^  Determinaciôn colorimètrica de manganese
La determinaciôn de manganese se ha llevado a cabo se- 
gùn el método descrito por SAHDELL^^^^\ Gonsiste en una oxida- 
ciôn mediante peryodato sôdico de llhi^ a^ MnO^"".
Disoluciones y réactivés
A) Acido nltrico diluido (HHO^iHgO, 17:483)
B) Acido fosfôrico concentrado 
G) Peryodato sôdico
D) Soluciôn patrôn: MnSO^ en agua
Método
5 ml de la soluciôn-base se evaporan a sequedad. Al resi - 
duo se le anaden 1,5 ml de la disoluciôn A), para eliminar 
el influjo de Fe^^, Cl”..., la soluciôn se hace hervir un
poco y se pasa a un tube de ensayo graduado.
Se adiciona 1 ml de la soluciôn B), para acomplejar al hie 
rro, y se llena el tube hasta 10 ml con la soluciôn A).
Se anade una punta de espatula de peryodato sôdico, se re­
vuelve bien, y se colocan los tubos de ensayo en una gradi 
lia de métal, manteniéndolos en un bano de agua hirviendo
no muy fuerte durante una hora.
Al cabo de este tiempo se dejan enfriar y, una vez frias , 
se llevan exactamente con la soluciôn A) a 10 ml, revol -
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viéndolas bien a continnacion con una varilla de vidrio.
La intensidad del color del MnO^” formado se mide en un es 
pectrofotometro frente a la prueba en blanco en cubetas de 
1 cm de espesor a una longitud de onda de 525 mju.
- La curva de calibrado se construye aplicando el método a di 
solnciones que contengan de 50-150ytta por ml, obtenidas a 
partir de la disoluciôn patrôn de I'm.
5.5.5 Determinaciôn colorimètrica de bierro
Ha sido realizada con 1,10-fenantrolina segûn el método 
descrito por SAHDSLl HIO) , utilizando acetato sôdico en lugar de 
citrate. El ion ferroso forma con 1,10-fenantrolina, a pH 4,5,
un complejo astable de color rojizo a un pH comprendido entre 2
5+ 2+y 9- Los iones Ee son reducidos a Fe con hidroquinona.
Disoluciones y réactives
a ) Acido clorhidrico diluido: 20 ml de HGl 20% se diluyen con 
agua a 125 ml.
b ) Azul de brornofenol: Soluciôn al 0,04% en agua 
G) Soluciôn de acetato sôdico al 25% en agua
D) Soluciôn de Hidroquinona al 1% en agua (se debe preparar
para cada determinaciôn)
E) Soluciôn de 1,10-fenantrolina al 0,5% en agua
F) Soluciôn patrôn: Para prepararla se disuelve alambre de
hierro en HGl y se diluye con agua.
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Método
Con el fin de conocer la cantidad de acetato sôdico ne- 
cesaria para consegnir un pH por debajo de 5,5, que es el mas 
adecuado en nuestro caso para evitar interferencias: pirofosfa 
tos, etc., se realize un ensayo previo anadiendo a 5 ml de la 
soluciôn-base 5 gotas de azul de brornofenol y soluciôn de ace­
tato sôdico hasta que la prueba vire a azul palido.
En un tubo de ensayo conteniendo 5 ml de la soluciôn-base 
se adicionan 1 ml de la soluciôn de hidroquinona, 1 ml de 
la soluciôn de 1,lu-fenantrolina y tanta cantidad de ace­
tato sôdico como haya necesitado el ensayo previo.
Se llena este ultimo tubo hasta 12 ml con agua, se mez­
cla bien y se deja reposer una hora a la temperatura am- 
biente, para el desarrollo del color.
ha intensidad del color se mide en un espectrof otômetro en 
cubetas de 1 cm de espesor a una longitud de onda de
508mjJL, frente a la prueba en blanco.
La curva de calibrado se prépara a partir de la soluciôn 
patrôn con disoluciones que contengan entre 5 - 5 0 de Fe 
por ml.
5.5.0 Determinaciôn de nitrôgeno
Lara la determinaciôn, tanto en las aciculas como en o- 
tros tejidos o en extracto de los mismos se ha empleado el métp
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do de -transformacion del N en Mî^ y posterior ti-
tulaciôn de este- convenientemente adaptado (fîtiLLER y EIED - 
PSr (112))^  segûn el siguiente procedimiento:
En matraces Kjeldaiil de 100 ml se pesan exactamente al- 
rededor de 400 mg de polvo de aciculas molidas, se adicionan5 g 
de una mezcla reactiva de selenio (mezcla reactiva de selenio 
segim V/ieninger, de la casa Merck) y 12 ml de H^SO^ concentrada 
Se agitan los matraces para que se mezcle bien. Se les hace her 
vir hasta que su contenido se haya convertido en un liquide de 
color vende claro (aproxiraadamente media hora), en el eual y a no 
existe materia organica y el H se encuentra en f orm.ade (UH^ )^ SO^ * 
Se les deja enfriar. Una vez frios se diluye la soluciôn con a- 
gua destilada lentamente hasta unos 50 ml, pasândola al matraz 
de destilaciôn de un aparato Larnas-Wagner. Se anade naOH del 
55-4-0% hasta un pH fuertemente alcaline (unos 40 ml) y se desti 
la por arrastre de vapor, recogiendo el destilado (amoniaco di- 
suelto en agua) sobre acido bôrico del IL (bastan unos 15 ml) , 
que contiene como indicador unas gotas de una mezcla de azul y 
rojo de metileno. Cuando el acido bôrico haya pasado de rosa a 
verde, se debe seguir la destilaciôn durante un cuarto de hora 
mas. La soluciôn que contiene el amoniaco se titula con HCl 0,05H.
Si se utiliza el método para otros tejidos se debe aco- 
modar la concentraciôn del HCl a la del H en el tejido de que se 
trate. En el caso del liber se emplea HCl 0,005H*
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5.6 Determinaciôn del contenido de agua en el suelo
En el experimento que tiene por objeto estudiar el in- 
flujo de las sequias periodicas sobre la accion iniiibidora del 
liber, se ha examinado la variaciôn del contenido en agua del 
suelo por medio de una sonda neutrônica (de la casa Berthold en 
V/ildbad) ( *). Las medidas han sido llevadas a cabo por el Dr. G. 
Wenzel.
En las parcelas tomadas como control se han realizado 
ademas calculos teôricos de la variaciôn del contenido en agua 
del suelo, siguiendo el método elaborado por LAATSCH^^^^^114)  ^
Los valores de la evaporacion potencial se han calculado con ayu 
da de las tablas de THORNV/AITE y Una descripcién
detallada de este método, aplicadoa nuestro caso particular, se 
encuentra en WENZEL y DIAZ-PALAGIO^^^^.
(*) Al Dr. Hebestreit de la Landestelle fur Gev/asserkunde de 
Munich le agradecemos cordialmente el haber podido utili- 
zar esta sonda.
4. Resultados y discusion
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4.1 Investigaciones sobre el liber
Como ya se dijo en la introduceion, el objeto fundamen­
tal del presente trabajo es el estudio de la variaciôn del efec 
to inliibidor del liber del abeto rojo sobre el Pomes annosus en 
relaciôn con el estado de nutriciôn de los arboles, precisamen- 
te bajo ague11as condiciones ecolôgicas en que se suele presen- 
tar la “pudriciôn del duramen”. Diono efecto inhibidor viene de 
terminado en cada caso por la interacciôn entre las sustancias 
fungitôxicas y las sustancias que estimulan el crecimiento del 
bongo, y esta sometido ademas al influjo de otros factores que
afectan de forma general a la concentraciôn de ambos grupos de
( 82 )sustancias en los arboles (HILLIS^ ). De aqui que para lle- 
var a cabo nuestras investigaciones haya .sido necesario en pri­
mer lugar elaborar metodos apropiados para la determinaciôn cuan 
titativa de dichas sustancias. En el apartado 4.1,1 se hacen al 
gunas consideraciones sobre estos metodos y se exponen las razo 
nes que nos han movido en su elecciôn.
A continuaciôn, apartado 4.1.2, se consignan los experi 
mentos que se han realizado con objeto de estudiar la variaciôn 
de la composiciôn quimica y del efecto inhibidor del liber en re 
laciôn con algunos factores, taies como la posiciôn de la toma 
de muestras en el arbol, la estaciôn del ano, etc., base impres 
cindible para poder investigar las relaciones entre el estado de
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nutriciôn del arbol y la acciôn inhibidora de su liber, cuyos 
resultados se exponen en el apartado 4,1.3.
4.1.1 Consideraciones acerca de los metodos empleados en la de­
terminaciôn cuantitativa de sustancias inhibidoras y sus- 
tancias estimulantes del crecimiento del Pome s annosus
El caracter inhibidor que pas ee el liber del abeto rojo 
viene determinado, como ya se ha mencionado varias veces, por la 
acciôn conjunta de las sustancias tôxicas que inhiben el creci­
miento del hongo -sustancias resinosas y polifenoles- y de las 
sustancias que por eL contrario lo favorecen -hidratos de carbo­
ne, compuestos nitrogenados-.
Para realizar el analisis cuantitativo de ambos tipos de 
sustancias es necesario, en primer lugar, someter al liber a un 
proceso de extracciôn que las remueva totalraente y luego verifi 
car la determinaciôn de las mismas en los extractos obtenidos. 
Los metodos han sido detallados en e 1 apartado 3.1 del capitule 
Material y metodos. En lœ apartados siguientes haremos algunas 
consideraciones sobre los mismos.
4.1.1.1 Extracciôn del liber, propiedades fungitôxicas de los 
extractos y examen cromatografico de los mismos
El proceso de extracciôn a que el material se somete es 
ta representado en el esquema I (pag. 82).
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E s q u e m a  I
Proceso de extracciôn del liber del abeto rojo
Liber Dio lido
extracciôn con 
cloroformo
extracto de cloroformo (,+) 
(sust. resinosas)
%  (+)
extracciôn con 
etanol-agua (1:1)
extracto de etanol-agua (+)
reparto en el sistema 
eter/agua
fase eterea (+) 
(polifenole s libres)
fase acuosa 
(glucôsidos y otros polifenoles 
azucares, comp, nitrogenados)
P = residue de la extracciôn
(+) = En ensayos biolôgicos con Pomes annosus presents 
caracter inhibidor
(-) = En ensayos biologicos no presents caracter inhi­
bidor
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Primeramente se realize una extracciôn con cloroformo
para separar las sustancias grasas j resinosas, segun indican
GRASSMAN et al.^^^\ El extracto inhibe el crecimiento del mic_e
lio del Femes annosus, como ya habian comprobado LAATSGH et 
(n)
al. , pero en una proporciôn mucho mener que el residue procp 
dente de la extracciôn, R^, por lo que este se somete a una nue 
va extracciôn, esta vez con etanol-agua (1:1). Con este disol- 
vente se extraen segûn eNDRES^^^^^ practicamente todos los poli 
fenoles monomoleculares aparté de otras sustancias no fenôlicas 
como azûcares, aminoacidos y pequenas cantidades de fenoles po- 
limerizados•
El residuo no présenta caracter inhibidor frente a Fo
mes annosus, de donde se deduce que la totalidad de las sustan­
cias tôxicas se encuentran en el extracto de cloroformo y en el 
de etanol-agua. ïampoco favorece el crecimiento de los hongos, 
lo que indica que han sido tambien extraidos los azûcares y corn 
puestos nitrogenados. Contiene sin embargo almidôn (JEREMlA.sf^^ 
que puede ser utilizado por el hongo en la naturaleza como fuen 
te de elernentos nutritivos y fuente de energia. Debido a ello, 
aunque el efecto de este compuesto no se puede medir en ensayos 
biolôgicos sobre agar-malta, por no ser soluble en agua, en al­
gunos casos se ha juzgado conveniente determinar su concentra - 
ciôn en el residue.
El extracto de etanol-agua debe su caracter inhibidor, se
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(7)gun denostraron LAATSOH et y se ha mencionado en la par­
te teorica, a su contenido en polifenoles monomoleculares, los 
cuales se pueden extraer del mismo con acetona* Segun ALCUBI-
LLA(14) el examen cromatografico de ambos extractos, el de eta­
nol-agua y el de acetona, indica la presencia en ellos de los 
mismos polifenoles. Los extractos de etanol-agua analizados en 
nuestro estudio se han mostrado tambien identicos cromatografi- 
camente a los extractos de acetona de este autor. Para mejor 
comparer los resultados se han utilizado los mismos disolventes 
de desarrollo.
La Fig. 1 reproduce un cromatograma de papel al que se
i
I
Fig. 1. Cromatograma 
sobre papel del ex 
tracto de etanol- 
agua
1— direccion: I
2— direccion: II
  sustancias pues-
tas de manifiesto 
con réactives
sustancias fluo­
rescentes en W
c = isomero cis
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han aplicado 2 mg de extracto de etanol-agua procedente de li­
ber del tronco.
La fotografla de la Fig. 2 corresponde al analisis del 
mismo extracto por cromatografia de capa fina sobre poliamida, 
en este caso se han aplicado 600y,
Fig. 2. Cromatograma sobre 
poliamida del extracto 
de etanol-agua de liber 
del tronco a la luz IJV 
revelado con AlCl^
1— direccion: F I
2— direccion: P II
^  PH
De la comparacion de ambos cromatograraas (Fig. 1 y 2) , 
se deduce que en el cromatograma sobre poliamida se detectan me 
nos sustancias que sobre papel, pero la separacion obtenida es 
mejor y sobre todo el desarrollo es mucho mas rapide.
Los nûmeros de las sustancias corresponden a los mencip 
nados por AIODBILLA^^^'^. Las sustancias sin numerar en estos cro 
matogramas no aparecen en los suyos, lo cual puede ser debido a 
la diferente procedencia del matrial o bien a haber sido aplica 
da en nuestro caso una mayor cantidad de sustancia.
Los metodos de aislamiento e identifieacion de los prin 
cipales polifenoles présentés en el extracto pueden encontrarse
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en ALCUBIIjLA^^^\ Las sustancias 7, 8 y 9 han sido identifies - 
das como derivados del estilheno: piceatanol, êter monometilico 
del piceatanol y resveratrol, y presentan a la luz ultravioleta 
una fluorescencia azul-rvioleta. Sus isômeros cis 7c, 8c y 9c pre 
sentan la misma coloraciôn. En el caso de las sustancias 9 y 9c 
el color es muy déhil, pues se encuentran en general en concen­
traciones pequenas, pero si se mantiene el cromatograma bajo la 
lampara ultravioleta algunos minutos se tornan amarillentasy se 
hacen visibles incluse a concentraciones muy bajas. Las manchas 
10 y 11 corresponden a quercetina y taxifolina. La primera se 
puede ver a la luz ultravioleta directamente si se encuentra en 
grandes concentraciones presentando una fluorescencia amarillo- 
anaranjada. Ambas se detectan mejor rociando el cromatograma con 
soluciôn alcoholics, de AlCl^, reactive especial para flavonoi - 
des, y observandolo a continuaciôn a la luz ultravioleta.La quer 
cetina muestra una fluorescencia amarillo-verdosa y la taxifoli 
na amarilla.
Las manchas 1, 2, 3, 4 y 5 corresponden a los glueôsi - 
dos de los componentes 7,8,9,10 y 11 respectivamente. Las colo- 
raciones que presentan a la luz ultravioleta con y sin el use 
de réactives son las mismas que las de sus agluconas. Al exami­
ner en nuestros trabajos los cortes transversales del tronco y 
de las rances -preservados de la oxidsciôn-, a la luz ultravio­
leta, se ha observado en todos los casos un anillo de fuerte
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fluorescencia azul violeta correspond!ente a la corteza interna. 
Se debe indudablemente a la presencia de los estilbenos (Pig.3).
Fig. 3» Corte transversal 
de una raiz de abeto 
rojo fotografiada a la 
luz ITV
bas manchas 6, 12, 16 y 19 producen una coloraciôn rosa 
con vanillina-HGl. La sustancia 6 es cateouina. La 12 présenta 
las propiedades de la epicatequina. Las manchas 16 y 19 corres­
ponden a dos leucoantocianinas.
El resto de las sustancias no estan identificadas• Las 
manchas 17 y 18 se ponen de manifiesto con soluciôn alcohôlica 
de AlCl^; la mancha 20 aparece al cabo de algûn tiempo por oxi- 
daciôn a la luz solar. Las manchas 13, 14 y 15 y todas las no nu 
meradas presentan fluorescencia violeta.
Las sustancias que aparecen en estos orornatogramas se 
han encontrado en todas las pruebas analizadas. Si se aplican 
concentraciones mayores de extracto se pueden detectar otras pe 
ro el cromatograma pierde claridad.
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Dado que los polifenoles que aparecen en el extracto de 
acetona son los mismos que los del extracto de etanol-agua y en 
cambio no van acompanados de azucares y otras sustancias, la ex 
traccion con acetona se présenta como un buen método de separa­
cion. bin embargo, no es apropiado para nuestras investigacio - 
nes, en primer lugar, por el tiempo que séria necesario emplear 
en el analisis de un nûmero elevado de pruebas, y en segundo , 
porque las condiciones en que se realiza esta extracciôn favore 
con la polimerizaciôn de algunos polifenoles, lo que da lugar a 
pequenas diferencias entre las concentraciones relatives de los 
distintos grupos de fenoles en el extracto de etanol-agua y en 
el de acetona. Por esta razôn, en lugar de extraer los polifeno­
les del extracto de etanol-agua con acetona, se ha preferido de 
terminar cuantitativamente su concentraciôn en ese extracto por 
metodos colorirnetricos. Como la mezcla es muy compleja, no se 
puede realizar directamente una determdnaciôn global a partir de 
la soluciôn del extracto, ya que podria conducir a resultados e 
rrôneos, por lo que se procédé a un reparto del mismo en el sis 
tema ôter/agua.
ha fase etérea -que es identica cromatograficamente a la 
obtenida por ALCIJBILLA a partir del extracto de acetona- contie 
ne polifenoles libres (ALOUBILLA^^^^) y présenta un fuerte ca­
racter inhibidor aunque su contribuciôn a la acciôn inhibidora 
del liber es reducida por encontrarse en concentraciones peque-
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nas. La fotografla de la Fig. 4 reproduce un cromatograma sobre 
poliamida de dicha fase revelado con AlCl^.
Fig. 4. Cromatograma sobre 
poliamida de la fase ete 
rea del extracto de eta 
no 1-agua a la luz IL/ re 
velado con AlOlv
1— direccion: P I
2- direccion: P II
> rir
Se han aplicado 100 de sustancia. Como se puede apre- 
ciar, su composiciôn es muy compleja y contiene, aparté de las 
agluconas identificadas un gran nûmero de sustancias desconoci- 
das. En ella se encuentra tambien una pequena proporciôn de ca­
te qui na y otras sustancias que producen coloraciôn rosa con va- 
nillina-HCl, aproximadamente un 5% del contenido total del li­
ber en estos compuestos.
En la fase acuosa -en la que cromatograficamente se pue 
den detectar los mismos fenoles identificados por ALCUBILLA^ 
en la misma fase del extracto de acetona- se encuentran los glu 
côsidos -de los cuales procédé la mayor parte del caracter inhi 
bidor del liber (WENZEL et al.^correspondientes a las aglu
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conas de la fase etérea, y la mayor proporcion de catequinas (*) 
y leucoantocianinas (95%) aparté de otras sustancias polifenoli 
cas no identificadas.
' En la F i g o  5 esta reproducido fotograficamente un croma 
tograraa sobre poliamida de esta fase. Se han aplicado 5^0 y de 
sustancia. Las sustancias que producen coloraciôn rosa con vani 
llina-HGl (catequinas y leucoantocianinas) no se pueden detec­
tar en estas plaças por no resistir la poliamida la acciôn de
Fig. 5. Cromatograma sobre 
poliamida de la fase a- 
cuosa del extracto de 
etanol-agua a la luz UY 
revelado con AlCl^
1— direcciôn: P I
2- direcciôn: P II
los acidos. Para determinar su presencia se ha utilizado croma­
tograf ia sobre papel o sobre plaças de celulosa empleando los di 
solventes de desarrollo C I y C II (Tabla II, pag. 68).
Esta fase contiene también azûcares y pequenas cantida-
(*1 Las catequinas, aunque son polifenoles libres, por su ma­
yor afinidad por el agua vienen en esta fase y no en la 
etérea
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des de compuestos nitrogenados y otras sustancias solubles en 
agua. Con el fin de comprobar el influjo de todas ellas sobre el 
crecimiento del hongo, se han separado de los constituyentes fe 
nolicos mediante una columna cromatografica de poliamida 
($.1.4,2), Los ensayos biologicos frente al Fomes annosus mues- 
tran que el crecimiento del hongo se ve favorecido ligeramente 
por las mismas, en una medida que depende de su concentraciôn 
en el arbol. De ellas se han determinado cuantitativamente los 
azûcares y en algunos casos la concentraciôn de nitrôgeno total 
y los aminoacidos.
4.1.1.2 Determinaciôn de fenoles
Para el analisis cuantitativo de los constituyentes fe- 
nôlicos de ambas fases se han empleado, como se dijo anterior - 
mente, metodos colorirnetricos.
Los polifenoles libres de la fase etérea han sido deter 
minados con el reactive de Polin-Ciocalteau, que esta reiterada 
mente recomendado en la bibliografia sobre el tema para este ti 
po de determinaciones (SV/AIN y G O L D S T E I N ^ , SEIKEL^^^^^). Es 
te reactive oxida los fenoles reduciéndose a una mezcla de ôxi- 
dos de molibdeno y v/olfranio de color azul. En nuestras determi 
naciones hemos seguido en Itneas générales el método de la A.O. 
A.C. (HORT'.VITZ^ ^^ ^^ ), solamente se han variado las proporciones 
de los distintos réactivés, empleandose ademas agua destilada
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en lugar de soluciôn-tampôn. Las lecturas han sido realizadas 
no a 550 mjA,, como proponia este mêtodo, sino a 760 mj^ por pre- 
sentarse a esta longitnd de onda el maxime de la curva de absor 
banda de los fendes contenidos en dicha fase. El color es muy 
estable y los resultados reproducibles.
Debido a la gran cantidad de polifenoles contenidos en 
esta fase, de la mayoria de los cuales se desconoce la natnrale 
za, y a la no existencia en el comercio de las sustancias ya 
identificadas m&s caracteristicas, se ha optado por construir 
la curva de calibrado utilizando como sustancia de referenda 
un extracto de fase etérea de liber de abeto rojo. Para su pre- 
paracion se han tornado muestras de 40 àrboles de 39-^0 anos, en 
apariencia sanos y con un estado de nutriciôn satisfactorio.
En la fase acuosa se ha realizado primeramente une de - 
terminaciôn global,tambiên con el reactive de Polin-Ciocalteau, 
obteniêndose de esta forma la absorbancia T. Los dos grupos prin 
cipales de sustancias contenidas en esta fase, glucôsidos de es 
tilbenos y flavonoides por una parte, y catequinas y leucoanto- 
cianinas por otra, centribuyen sin embargo en distinta medida a 
esta absorbancia, como se puede deducir de los valores consigna 
dos en la Tabla III (pàg. 9^) 7 este hace necesaria la determi- 
naciôn de ambos grupos por separado.
Con este fin se ha verificado la estimaciôn conjunta de 
las catequinas (catequina y epicatequina) y leucoantocianinas
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con el reactive de Lindt, que produce una coloracion rosa con e_s 
tas sustancias -pero no con los glucôsidos de estilbenos y fla­
vonoides-, cuya intensidad decrece con el tiempo por lo que se 
ban de mantener exactamente los minutes senalados para la lectu 
ra a fin de conseguir resultados reproducibles. Como sustancia 
de referencia para la curva patron se ha tornado (+) catequina y 
se ha medido la absorbancia a 300mjJi. he esta curva se puede ob- 
tener la concentracion en la fase acuosa de las sustancias que 
dan coloracion rosa con vanillina-LCl. j\hora bien, estas sustan 
cias reaccionaii tambiên con el reactive de Lolin-Giocalteau 
(SV/LIN y GOLDSTEIh^^^^)). Construyendo otra curva patron con 
(-I-) catequina y este reactive, podemos hallar la absorbancia C, 
correspondiente a la concentracion anteriormente calculada. La 
diferencia entre la absorbancia global T y la absorbancia C de 
las catequinas y sustancias afines nos permite encontrar la ab­
sorbancia G de los glucôsidos de estilbenos y flavonoides. La 
concentraciôn de estes se obtiens a partir de la curva patron 
preparada con rapontina, -3,5,5’ trihidroxi, 4'-metoxi estilbe- 
no- isômero de isorapontina -une de los glucôsidos contenidos 
en mayor proporciôn en el liber del abeto rojo-^y el reactive 
de Lolin Ciocalteau, y midiendo la absorbancia a 760 mjX. ,
En la Tabla III se consignan los valores de las absor - 
bandas correspondientes a la coloraciôn producida por el ex­
tracto de la fase etêrea, rapontina y (+) catequina con el reac
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tivo de Polin-Ciocalteau. siguiendo el mêtodo descrito en el 
apartado 3*1*4.1 En los très casos se ha partido de soluciones 
de la misma concentracion (30 V / 0,5 i?il de metanol).
T a b l a  III
Ahsorhancias correspondientes a la reacciôn de algunos feno- 
les con el reactivo de Polin-Ciocalteau (Solucion: 50^/0,5ml)
Absorbancia a 760 mp
Paso etêrea del extracto de etanol-
agua del liber...................  0,595
rapontina (glucôsido de rapontigenina) 0,400
(r) catequina.....................  0,675
Del examen de estes valores se deduce la importancia 
que tiene en nuestro caso realizar deterninaciones parciales de 
los distintos grupos. Una deterrninaciôn global a partir del ex­
tracto de etanol-agua podrla conducir a errores al variar en 
los arboles las proporciones relatives de los mismos,
Algunos azùcares, entre elles la glucosa, pueden produ-
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cir tambiên una coloracion azul con el reactive de Polin-Cioca^ 
teau si se encuentran en grandes concentraciones. Con el fin de 
estudiar la posible influencia de estes j otros componentes no 
fenolicos de la fase acusa del extracto de etanol-agua sobre la 
reaccion, se ha procedido a su separacion mediante una columna 
cromatografica de poliamida. Los fenoles se unen por enlaces de 
puente de H a los grupos amida, mientras que los azucares, algu 
nos aminoacidos, etc., pueden ser eluidos con agua. En esta so­
lucion se ha llevado a cabo la reaccion con el reactive de Po- 
lin-Giocalteau, no dando coloracion alguna, incluse para una 
concentracion de sustancias doble de aquella en la que estas se 
presentan en el liber del abeto rojo. La coloracion azul de las 
muestras es por tanto debida solamente a la reaccion de los fe­
noles.
4.1.1.5 Determinacion de azucares
Para el analisis del contenido total del liber en azuca 
res solubles en etanol-agua (1:1) se ha empleado en lineas gen£ 
rales el metodo de EBELL^^^^^ para este tipo de determinaciones 
en tejidos de coniferas, es decir, la estimacion con el reactivo 
de antrona. El metodo incluye un tratamiento previo con carbon 
activo para eliminar los compuestos fenolicos que podrian 
interferir,
Como el carbon activo absorbe tambiên pequenas cantida-
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des de algunos azucares, se han realizado pruehas con componen­
tes puros para estudiar las pérdidas que produce este tratamien 
to en la concentraciôn de los principales azùcares del liher 
del abeto rojo: sacarosa, D-glucosa, D-fructosa y rafinosa (JE- 
R E L I A S ^ . La recuperaciôn es total en el caso de los très 
primeros. De rafinosa solo se obtiens un 80^ 9. A pesar de ello 
se ha elegido el mêtodo por presentarse como el mas exacto den- 
tro de los comùnmente utilizados para la determinacion de azùca 
res en coniferas y emplearse solamente con fines comparatives 
(EBELL^^^^). La ùnica variaciôn introducida en el mismo es la 
disoluciôn del reactivo de antrona en âcido sulfùrico del 95% 
y no en disoluciôn alcohôlica de sulfùrico, como propone este 
autor, ya que en nuestras muestras no ha conducido esto ùltimo 
a resultados reproducibles.
Con cada serie de muestras se debe hacer la reacciôn 
con una disoluciôn patron de glucosa, ya que pequenas varia- 
ciones en la temperatura pueden dar lugar a cambios grandes en 
la absorbancia.
4.1,1.4 Determinacion del almidôn
El mêtodo elegido para la determinacion de almidôn es 
uno de los mas apropiados para analisis en serie. Es un mêtodo 
de facil realizaciôn y muy sensible. Aunque algunas polialdohe- 
xosas y polifructosas pueden dar tambiên la coloraciôn vende
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con el reactivo de antrona, esto no molesta en nuestro caso, ya 
que lo que propiamente interesa es saber si se han originado di 
ferencias entre las distintas parcelas en los hidratos de carbo 
no insolubles en etanol-agua (1:1),
4.1.1.5 Determinacion de aminoacidos
Los aminoacidos libres y algunos péptidos pueden ser ex 
traidos de los tejidos vegetales con etanol-agua (1:1). La de­
terminacion de los aminoacidos libres y de los procédantes de la 
hidrôlisis de péptidos se ha realizado con un analizador automa 
tico de aminoacidos, que permite a la vez un analisis cualitat_i 
vo y cuantitativo de las muestras con una gran exactitud, a par 
tir del extracto crudo de etanol-agua (1:1) o de su fase acuosa. 
Por medio de cromatografla de capa fina sobre celulosa y silica 
gel se ha confirmado la identidad de las sustancias.
4.1,2 Variaciôn de la comoosicion quimica de los extractos y de 
la accion inhibidora del liber del abeto ro,jo ba,io el in- 
flujo de diverses factores
Todos los factores que ejercen influencia sobre la con­
centraciôn de las sustancias inhibidoras y sobre la de aquellas 
que favorecen el crecimiento del hongo, influyen a su vez indi- 
rectamente sobre el efecto inhibidor del liber.
Como sustancias inhibidoras del liber del abeto rojo con
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sideramos, como ya se ha dicho, las contenidas en el extracto 
de cloroformo -fraccion resinosa- determinadas por pesada y los 
polifenoles del extracto de etanol-agua -fraccion polifenolica- 
determinados colorimêtricamente como se expone en el apartado 
3.1.4.
La acciôn inhihidora (= efecto inhihidor) de cada una de 
las dos fracciones para la misma concentraciôn puede variar de 
arbol a arbol (V/ENZ,BL et al.^^^^), lo que indica diferencias en 
la composiciôn de ambos extractos entre arboles individuales.En 
el caso de la fracciôn resinosa, cuya proporciôn en el liber es 
pequena, estas variaciones tienen una influencia reducida en el 
efecto inhibidor total. En la fraccion polifenolica -de la que 
procédé el mayor efecto inhibidor del liber- las diferencias 
provienen de distintas proporciones relatives de entre los dis­
tintos grupos de fenoles: polifenoles libres, glucôsidos, cate­
quinas y leuco-aiitocianinas, ya que su acciôn inhibidora es di£ 
tinta. De aqui que el efecto inhibidor total no se corresponde 
siempre con la simple suma de las concentraciones de las dos 
fracciones, pero en cambio se puede explicar por la variaciôn 
de los distintos grupos. La suma de ambas concentraciones tiene 
un coeficiente medio de varianza de -1,3%.
Entre las sustancias que favorecen el crecimiento del 
hongo se han determinado cuantitativamente en estos experimen - 
tos los azùcares y en algunos casos la concentraciôn de nitrô-
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geno.
El valor de la inhibicion se ha determinado segùn se ex 
puso en el apartado $.4. Coeficiente de varianza -2,9/6.
Como factores que pueden influir en la concentraciôn de 
ambos grupos de sustancias en el liber y de su acciôn inhibido 
ra se han examinado:
- la posiciôn de las muestras en el arbol
- la edad de los arboles
- la estaciôn del ano en que se lleva a cabo la toma de 
muestras
- el estado de nutriciôn de los arboles.
Los très primeros grupos de experiencias son necesarios 
para poder llevar a cabo el cuarto sobre una base de compara - 
ciôn. A este ultimo, al cual estan orientados nuestros expéri­
mentas,se le dedica el apartado 4.1.3.
Probablemente la concentraciôn de estas sustancias dé­
pende tambiên de factores genêticos. La investigaciôn de los 
mismos requiers trabajar con idêntico material desde el punto 
de vista genêtico, lo que sera objeto de otros trabajos dentro 
del programa "Rotfaüle der Fichte". Las diferencias a que pue­
den dar lugar entre arboles de la misma especie, por otra par­
te en idênticas condiciones, se han querido subsanar tornando 
pruebas de mas de diez arboles en la mayoria de los casos.
Igualraente es posible que varie la concentraciôn de es­
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tas sustancias como consecuencia del ataque del parasite.Estas 
variaciones tambiên seran objeto de otros trabajos dentro del
programa,
4.1.2o1 Influencia de la posicion de las muestras en el arbol
( 21 )Segûn BRAUlTy LULEV^ ', los organes privilegiados para 
la infeccion natural del abeto rojo por el Eomes annosus son 
las raices de 0,5 a 3 cm de diametro -rolces medianas-, por po 
seer una corteza exrkerna muy fina; las raices mas gruesas es­
tai! protegidas por una corteza externa fuerte que no puede ser 
atravesada por el hongo mientras este Intacta (BRAUN^^^^, DIMI 
TRl(^^)), y las raices mas delgadas de 0,5 cm mueren rapidamen- 
te como consecuencia del ataque y son repudiadas por el arbol. 
De aqui que nuostra atenciôn se haya dirigido desde el primer 
memento a las raices medianas, investigando su liber o corteza 
interna.
Para algunos expérimentes, sin embargo, que exigen va­
rias tomas de muestras a lo largo del ano, es preferible utili 
zar liber del tronco, y como era probable que la cantidad de 
los extractos variase con la altura de la toma de muestras, co 
mo se conoce de otros arboles (HILLIS^^^^), hemos investigate 
primeramente esta variaciôn, comparante los valores obtenidos 
para los distintos grupos de sustancias y para la acciôn inhi­
bidora a distintas alturas en el tronco con los valores corres
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pondientes de las raices a fin de deducir a que altura conve - 
nia tomar las muestras.
caracteristicas de la estaciôn forestal y toma de mues­
tras. Despues de unos ensayos previos, orientadores, que nos 
permitieron iniciar otros experimentos, se eligieron para el de 
finitivo 10 arboles de una estaciôn forestal en las cercaiiias 
de Braunlingen (Schwabische Alb, Daden-V/ürttemberg). Edad de 
los arboles 30 anos. Altura de los mismos: 12 m.
Se tomaron muestras del liber en las raices medianas y 
tambiên en el tronco a 0,3, 1,3, 3 y 10 m de altura, 4 discos 
((zf == 1,5 cm) en cada posiciôn por arbol, reuniendose las de ca 
da altura en una rauestra comùn.
Fecha de la toma de muestras: 5 noviembre 1969.
Los resultados obtenidos estan consignados en la Tabla 
IV (pag. 102).
Las concentraciones de los distintos grupos de sustan - 
cias se han expresado en % respecte al peso de liber seco. La 
inhibiciôn relative en % por 0,5 g de sustancia seca.
Del examen de estos valores se deduce que la acciôn in­
hibidora del liber aumenta gradualmente desde las raices a la 
cima del arbol y este aumento se corresponde con el de la con­
centraciôn de la fracciôn resinosa y los glucôsidos. Una varia 
ciôn semejante del efecto inhibidor con la altura han observa- 
do JUilG y HUBEES^l^^) liber de Fraxinius excelsior.
— X02 —
cO
iH
cd
tH
CO
o
0)
T )
cd
Ü
•H
0
<tH CO
n 3
cd CO
o
{hLO
•H
Ü
•H
CO
O
Cd
rH
(U
hrO
- P
CO
CdrH
0
Cd
•H
Ü
a
0
I—I
(H
M
S
Cd
CO
0
S
PL O 
0 pH 
O
Ü f—I
Cd
0
0 
h  O (H 
CO
p,
r4 Q) O rCl
h  rH  
«-Cd PSCÜ
0HD
Ph
o
Cd "O 
h *H
•H
0 Æ PS n 
0 -H
0  O  
Cd -P  
rH  O
0
0 4H 
TS (D
0  
lO  
*(H 
O  
•H  
0  
O  
PL Ü 
Cd
f-i
p
X
0
m
VJD
I
LT\
0
O
P
0  O  
nC3 Ü
•fH
CMl A
LA
A J (J\
LALA
LO
LACM
0 -H
P
CACT> AJAJ LA
LA
AJ
LA
AJ
LA
CM A JAJ
LA
A JAJLA
I—I I—(
rH
LA
O  -H  
«rH TJ 
0 0 ft; a
L A LA
OL A I—I
- 103 -
Las catequinas y 1eueoantocianinas disminuyen de atajo 
a arriba, pero a esas concentraciones su importancia en la ac­
ciôn inhibidora es pequena. Igualmente la variaciôn de los po­
lifenoles libres carece de importancia.
La concentraciôn de los azùcares expérimenta un aumento 
en sentido vertical, lo cual puede haber debilitado el efecto 
de las sustancias inhibidoras. La concentraciôn de nitrôgeno 
no ha sido determinada.
Teniendo como base estos resultados parece conveniente 
tomar las muestras a una altura comprendida entre 0,3 y 1,3 ^ 
y se ha fijado como altura standard 1 m sobre el nivel del sue 
lo.
Esta correspondencia entre la composiciôn quimica y el 
efecto inhibidor del liber de las raices medianas y los del 
tronco a la altura de 1 m se ha encontrado tambiên en arboles 
procédantes de otras estaciones forestales de edades diferen - 
tes y para distintas épocas del ano con una sola excepciôn:las 
raices de abetos rojos abonados con nitrôgeno, para una concen 
traciôn de este elemento comprendida entre ciertos limites, po 
seyendo la misma cantidad de sustancias fungitôxicas que el 
tronco, presentan un efecto inhibidor menor. De estos resulta­
dos se hablara detalladaraente en el apartado 4.1.3.
En la Tabla V (pàg. 104) estan consignados algunos ejem 
plos de los valores obtenidos en los analisis del liber del
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tronco y de las raices. En cada caso se ha tornado el valor me­
dio de 5 arboles.
En estos y en todos los casos examinados, las raices 
han presentado siempre una concentraciôn mas pequena en sustan 
cias resinosas -extracto de cloroformo- que el tronco. La con­
centraciôn de glucôsidos y agluconas y la de catequinas y leu­
coantocianinas es similar en ambos con pequenas variaciones, de 
aqui que la concentraciôn total en sustancias inhibidoras sea 
en general ligeramente menor en las raices.
Por otra parte la concentraciôn de los azùcares es en to 
dos los casos analizados mayor en las raices que en el tronco, 
lo que proporcionaria a los hongos una fuente de elementos nu­
tritives. El hecho de que las raices contengan mas hidratos de 
carbone que el tronco, es conocido en otras c o n i f e r a s.PLATT et 
al.(121) atribuyen la menor resistencia de la albura de raices
de varias especies de pinos frente a la del tronco, al mayor
contenido de las primeras en sustancias de réserva, entre ellas 
azùcares libres, almidôn y compuestos nitrogenados.
Desde el punto de vista cualitativo, en el liber del 
tronco y en el de las raices se encuentran las mismas sustan - 
cias aunque varian las proporciones. La Pig. 5 reproduce un cro 
matograma del extracto de etanol-agua del liber de las raices. 
La comparaciôn del mismo con la fotografia de la Pig. 2 (pag.85)
correspondiente al extracto de etanol-agua de liber del tronco
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4 11
Pig. 6. Cromatograma sobre 
poliamida del extracto 
de etanol-agua de liber 
de las raices medianas 
de abeto rojo
1“ direccion: P I 
2“ direccion: P II
del mismo arbol, nos présenta como diferencia fundamental en - 
tre ambos que en las raices la concentracion de isorapontina 
-sustancia 2- es mayor que la del glucôsido de piceatanol -sus 
tancia 1- y en el tronco ocurre el caso contrario. Este fenôme 
no no solo se ha observado en las raices medianas, sino igual­
mente en todo tipo de raices. Quanto mas delgada es la raiz, ma 
yor es la desproporcion entre isorapontina y el glucôsido del 
piceatanol. Debido a que la acciôn inhibidora de estas sustan- 
cias es muy parecida (7/ENZEL et al.^^^^), esta variaciôn no de 
be tener gran influencia en el efecto inhibidor del liber, co­
me se ha visto en la Tabla V (pag. 104).
La combinacion en el liber de las raices de una menor 
concentracion de sustancias inhibidoras por una parte y de un 
mayor contenido en azucares por otra, era de esperar que diera 
lugar a una accion inhibidora mas pequena que la que présenta
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el liber del tronco, como asi es, en efecto. Las diferencias 
son sin embargo pequenas, por lo que se puede tomar indistinta- 
mente el valor de la accion inhibidora del liber del troncoo de 
las raices para juzgar la del arbol, con la salvedad hecha ante 
riornente para el caso de suelos abonados con nitrôgeno. nn la 
naturaleza, debido a que el liber de las raices medianas suele
ser en general mas delgado que el del tronco y ademas su corte­
za externa es mas fina, la barrera defensive que oponen a los 
bongos es, sin duda alguna, mas debil, y por ello las raices de 
este tamano son los ôrganos preferentemente atacados por el pa­
rasite .
4,1.2.2 Influencia de la edad de los arboles
Con el fin de estudiar si los arboles a una determinada
edad se encuentran especialrnente expuestos al ataque de los hon 
go8 por contener el liber de sus raices una menor cantidad de 
sustancias fungitôxicas,se ha investigado la composiciôn quimi­
ca y el efecto inhibidor del liber de las raices de abetos ro­
jos de distintas edades situados en la misma estaciôn forestal.
Caracteristicas de la estaciôn forestal y toma de mues­
tras . Las muestras se tomaron en una plantaciôn de abetos rojos 
situada en Ebersberger Forst (Distrito Forestal Sglharting, na- 
viera del Sur). Media anual de precipitaciones: 750 mm; tempera 
tura media anual 7/1^0; tipo de suelo; tierra parda lixiviada
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(sol braun lexivè). Las plantaciones de los arboles de distin - 
tas edades se encuentran colindantes.
La toma de muestras de liber se realiso en las raices 
medianas de arboles recien talados de 6, 14-16, 24-25 7 104-110 
anos, y de arboles no talados de 55-^ <-0 anos, sin signos exterio 
res de enfermedad, eligiendo 5 arboles de cada grupo de edades 
y 5 raices medianas de cada uno.
Fecha de la toma de muestras: 5 de marzo de 1970.
La m.uestra-mezcla del liber de las raices pertenecien - 
tes a arboles individuales se analizaron por separado. Por ser 
muy semejantes los resultados obtenidos para arboles de la mis­
ma edad, se hallaron los valores medios de las determinaciones 
correspondientes a cada grupo de edades, que son los que se con 
signan en la Tabla VI (pàg. 109).
Begun este experimento, tanto la concentracion total 
de sustancias inliibidoras en el liber y las de los distintos 
grupos como el efecto inhibidor del mismo no estan en relacion 
con la edad de los arboles. Las pequenas diferencias observadas 
entre las edades se deben a variaciones entre arboles individua 
les. HILLIS^®^^ relata resultados semejantes para el contenido 
en taninos de distintas especies arboreas.
Desde el punto de vista del contenido del liber de las 
raices en sustancias fungitôxicas no existe nor tanto una edad 
privilegiada para la infecciôn del hongo. Teniendo en cuenta sin
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embargo que en àrboles jovenes las raices principales son de ta 
mano inediano, la infeccion de ellas se podrà transmitir mas ra­
pid amen te al tronco que en àrboles de mayor edad.
El estudio de la respuesta del liber al ataque del patô 
geno en las distintas edades sera objeto de otros trabajos den­
tro del programa.
1^-. 1.2.5 Variaciôn de la composicion quimica de los extractos y 
del efecto inhibidor de1 liber frente al Fomes annosus 
a través del ano
De muchas especies arboreas es conocido el hecho de que 
la composicion quimica de los extractos de su liber y la concen 
traciôn de los mismos experimentan una variaciôn a travês del 
ano, Asi por ejemplo el contenido en taninos del liber de Tsuga 
heterophylla y de Picea sitchensis (HILLIS^®^^).
En el caso de Picea abies no se habian realizado hasta 
ahora estudios sistemàticos de este tipo en cuanto a sus consti 
tuyentes fenôlicos y a su contenido en sustancias extraibles 
con cloroformo, solamente EÏÏDRES y VERVhE^1^2) habian observado 
una variaciôn entre las proporciones relatives de los por ellos 
llamados monoglucôsido y diglucôsido del piceatanol en distin - 
tas épocas del ano.
JUI'TG^  babia investigado la variaciôn que expérimenta 
a través del période de actividad vegetativa la toxicidad para
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Bacillus subtilis de un extracto del liber del tronco y de las 
raices de Picea abies realizado con etanol-agua, encontrando u- 
na mayor actividad inhibidora en el verano.
Por lo que se refiere a su contenido en sustancias de re 
serva, JERELIIAS^comprueba diferencias considerables en la 
concentracion en azucares del liber de Picea abies en los dis­
tintos meses del ano. Todos estos resultados nos movieron a rea 
lizar una investigaciôn sistematica de la influencia que un po­
sible cambio en la composicion quimica del liber, en distintas 
épocas del ano,podria tener sobre el efecto inhibidor del mismo 
frente al Pomes annosus, y por tanto sobre la resistencia -pree 
xistente en el arbol- que puede oponer al hongo.
Caracteristicas de la estaciôn forestal y toma de mues­
tras . Las experiencias se han realizado con abetos rojos de una 
plantaciôn en Ebersberger Porst, Las caracteristicas de esta es 
taciôn forestal han sido descritas en el apartado 4.1.2.2.
Se eligieron para el experimento 10 àrboles de a-
nos, en apariencia sanos, tomàndose de cada arbol una vez al mes, 
excepto en diciembre, 4 discos de 1,5 cm de diametro a 1 mde al 
tura, reuniendo los p^rocedentes de los 10 àrboles en una mues- 
tra comùn.
El experimento se llevô a cabo entre noviembre de 1968 
y octubre de 1969.
Los resultados de los anàlisis estàn consignados en la 
Tabla VII (pàg. 112;.
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Tanto la concentracion total de sustancias fungitôxicas 
como la acciôn inhibidora del liber presentan dos maximos, uno 
en invierno y otro en verano, que se deben al aumento en la con 
centracion de los glucôsidos, ya que la concentraciôn de las 
sustancias resinosas permanece practicamente constante, asi co­
mo la de las catequinas y polifenoles libres. Estos ultimos ex­
periment an un crecimiento en el mes de mayo que se mantiene en 
junio y julio para luego volver a decrecer y permanecer casi 
constante a lo largo del ano. La influencia de esa subida no se 
deja notar en el efecto inhibidor del liber.
Para una mejor comprensiôn de los resultados se han re- 
presentado graficamente en la Eig. 7 (pôg. 114) los valores de 
la concentraciôn total del liber en sustancias inhibidoras y su 
concentraci.on en glucôsidos (curvas superiores) y de su efecto 
inhibidor (curva inferior). En las graficas se observa una co- 
rrelaciôn entre la concentraciôn total de sustancias inhibido - 
ras en el liber y la acciôn inhibidora del mismo. Esta correla- 
ciôn es todavia mas estrecha si se compara la concentraciôn de 
glucôsidos con el efecto inhibidor.
Desde el punto de vista cualitativo no se ha podido de- 
tectar ninguna variaciôn con respecte a las sustancias que apa- 
recen en el cromatograma de la Eig. 1 (pag. 84;. Todas se pre­
sentan a lo largo del ano y en su concentraciôn no se han corn - 
probado cromatograficamente cambios de importancia. Las dos sus
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tancias que aparecen en la mayor concentraciôn, 1 y 2, -que se­
gûn fNDRES y correspondian a un diglucôsido y a un
monoglucôsido del piceatanol y que ban sido identificadas por AL 
CUBILLA^ "^*^  ^ como un glucôsido del piceatanol e isorapontina - 
han aparecido en los cromatogramas de todos los meses del ano. 
Segûn ÆDRES y MERELE, la sustancia 1 era el componente princi­
pal durante el verano. ^n los meses inmediatamente anteriores y 
posteriores coexistia una rnezcla del diglucôsido y monoglucôsi- 
do y el resto del tiempo era este ûltimo el principal; sin em­
bargo en nuestras investigaciones se ha visto que la proporciôn 
entre las sustancias 1 y 2 se mantiene constante a lo largo del 
ano •
En cuanto a la fracciôn resinosa, por no conocerse sus 
componentes, se han realizado ensayos biolôgicos frente al Eo­
mes annosus con los extractos obtenidos en los distintos meses, 
a fin de comprobar si su acciôn inhibidora expérimenta una va - 
riaciôn a lo largo del ano como consecuencia de posibles cam - 
bios en su composiciôn.
Los ensayos se han llevado a cabo a dos concentraciones 
distintas: 0,1 y 0,25% de la soluciôn de agar-malta. Como valo­
res medios de la inhibiciôn relativa se han obtenido:
Control.............  0%
0 , 1 %  27%
0,25%.................. 55%
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Estos valores permanecen constantes a lo largo del ano. Debido 
a que los componentes de esta fracciôn son sôlo parcialmente so 
lubies en agar-malta, estos ensayos no pueden ser mas que orien 
tadores del efecto inhibidor real de estas sustancias sobre el 
hongo, que en la naturaleza puede ser mayor.
Los azùcares muestran un maximo en invierno y una peque 
na subida en julio-agosto para volver a decrecer en setiembre. 
Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos por JERS- 
M l A S ^ . El efecto inhibidor de las sustancias fungitôxicas 
puede ser debilitado, principalmente en los meses de enero-fe - 
brero, debido al influjo de estos compuestos nutritivos para el 
hongo.
La concentraciôn de nitrôgeno soluble en etanol-agua 
presents un maximo amplio en los meses de julio-agosto, lo cual 
podrla facilitar en esta êpoca la colonizaciôn del liber por los 
hongos.
A la vista de estos resultados se puede concluir que por 
lo que se refiere a su contenido en sustancias fungitôxicas los 
arboles presentan en primavera y en el comienzo del otono una 
mayor predisposiciôn a la infecciôn del hongo. A esto se suman 
otras razones. Asi en los meses de invierno, por una parte el ar 
bol se encuentra mas rico en sustancias fungitôxicas, pero ade­
mas las condiciones climatologieas no son apropiadas para la vi 
da del raicelio hongo, el cual no puede resistir temperaturas in
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feriores a -$°C. Durante el verano, el arbol se protege ademas 
mediante la exudacion de résina, como se verâ en el apartado4,2, 
la cual es muy debil en primavera y decrece hacia el otono.
4.1,3 Relaciones entre el estado de nutricion del abeto rojo y 
la ROCion inhibidora de su liber trente a Domes annosus
Como ya se ha mencionado en la introducciôn y se ha ex- 
plicado detalladarnente en la parte teôrica, la '’pudriciôndel du 
rarnen" se présenta con una mayor frecuencia en très tipos de ha 
bitats forestales:
aquéllos en los que el suelo expérimenta sequias pe- 
riodicas
los que poseen un suelo con una alta concentraciôn 
en carbonates o bien atravesado periodicamente por 
corrientes de agua bicarbonatada 
- los que presentan un suelo muy rico en nitrogenb 
huestros trabajos estaban orientados a investigar si e- 
sas condiciones ecologicas tenian un influjo sobre la composi - 
cion GUimica del liber y, como consecuencia, sobre su accion in 
hibidora, predisponiendo asi al àrbol para el ataque del hongo. 
Los resultados de^  los expérimentes estan expuestos en los apar- 
tados siguientes.
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4.1.3*1 Influencia de las sequias periodicas del suelo
Los resultados de esta investigaciôn han sido ya dados 
a conocer por '7ENZEL y DI1Z-PALAGI0*^^5) ^
Caracteristicas de la estacion forestal y toma de mues- 
tras. El experimento se realizô en una plantacion de abetos ro- 
jos en Sbersberger Forst (Baviera del Sur). Las caracteristicas 
de esta estacion forestal ban sido descritas en el apartado
4.1.2.2. La plantaciôn no habia sido nunca raleada y el terreno 
es llano. La edad de los ârboles estaba comprendida'entre 30-40 
anos.
Se eligieron dos parcelas de 12 x 12 m, una de las cua- 
les fue cubierta con lamina de polietileno de 0,2 mm de espesor 
para conseguir una sequia artificial del suelo, y la otra sir- 
vio como control. De cada una de ellas se escogieron 4 ârboles 
del mismo diâmetro situados en el centre. Las muestras se toma- 
ron a 1 m de altura.
Para poder medir el contenido en agua del suelo con una 
sonda neutrônica (*), se proveyô cada parcela de un tubo de me- 
dida que se introdujo hasta 1 m de profundidad. Con la sonda so 
lo se pudieron obtener en este caso valores relatives, por que un 
calibrado era extraordinariamente dificil a causa de ser un sue 
lo muy pedregoso.
(*) Estas medidas fueron realizadas por el Dr. G. Wenzel.
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El experimento se comenzô el 14 de mayo de 1969, fecha 
en que se tomaron las primeras muestras del liber y se realiza- 
ron las medidas iniciales con la sonda neutrônica, y se dio por 
terminado el 21 de noviembre del mismo ano. Las sucesivas tomas 
de muestras se llevaron a cabo con una distancia aproximada de
un mes. Solamente en el mes de julio se hicieron dos tomas. SI
ûltimo dla se tomaron tambien muestras de aciculas de los ârbo­
les investigados.
Variaciôn del contenido en agua del suelo en la parcela 
cubierta y en la parcela control *
El proceso de variaciôn del contenido en agua del suelo 
en ambas parcelas se ha seguido a travês de medidas realizadas 
con una sonda neutrônica y mediante calcules teôricos.
Los medidas llevadas a cabo con la sonda neutrônica die 
ron como resultado que en la parcela cubierta el contenido en a 
gua de aquella parte del suelo donde se encontrnban la mayoria
de las raices (aproximadamente hasta 80 cm de profundidad) ha­
bia descendido al cabo de 60 dias a un 68% del inicial, y a fi­
nal de octobre a vu 60%.
En la parcela control el contenido en agua a los 60 di­
as de haberse iniciado el experimento, era casi igual a la "ca- 
pacidad de almacenaje de agua” del suelo. (Estos resultados se 
habian encontrado ya en un ensayo previo realizado en los meses.
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de qulio-octubre de 1968). A finales de octnbre su contenido en 
agua era sin embargo igual al de la parcela cubierta, lo cual es 
comprensible al considerar las escasas precipitaciones de setiem 
bre (13,3 mm) y octubre (1,5 mm).
Para comprobar si el abastecimiento de agua hacia el fi 
nal del experimento en ambas parcelas no era suficiente para u- 
na producciôn normal de sustancias inhibidoras -suponiendo con 
que la fotosintesis se ve reducida en cuanto el con 
tenido del suelo en agua utilisable esta por debajo de 1/2 de 
la capacidad de almacenaje de agua utilisable- se realizaron 
calcules teôricos de esta capacidad, siguiendo el metodo descri 
to por LAAÏSCH^^^^^ para suelos facilmente permeables.
Debido a que el suelo de nuestras parcelas es muy pedre 
goso entra dentro del grupo de los suelos facilmente permeables 
a pesar de tratarse de una tierra parda lixiviada.
El calcule del contenido en agua del suelo segùn este 
metodo consiste simplemente en la adiciôn del balance climâtico 
del agua al valor de la "capacidad de almacenaje de agua utili­
sable" , que se estima segùn las caracteristicas del suelo de 
que se trate. Se supone que al cômienzo del periodo de activi - 
dad vegetativa la "capacidad de almacenaje de agua" del suelo es 
ta colmada.
El balance climâtico del agua se define como la diferen 
cia entre precipitaciones y evaporaciôn. Estos balances se sue-
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len hacer por decadas. Si su valor es positive elevan el conte­
nido en agua del suelo hasta alcanzar la capacidad de almacena­
je, y el resto se considéra agua de percolaciôn. Los balances 
negatives se sustraen del contenido en agua hasta que se alcan-
za el punto de marchitez permanente al teririinarse el agua utili
zable por las plantas.
Los calcules teôricos del contenido en agua del suelo 
se realizaron a partir del 1 de abril de 1969. Como valor ini­
cial del contenido en agua en ese dia se tome la "capacidad de 
almacenaje", ya que el invierno anterior habia habido précipita, 
ciones abundantes. Esta "capacidad de almacenaje" asi como la 
"capacidad de almacenaje de agua utilisable" y la "capacidad de 
almacenaje de agua facilmente utilisable fueron estimadas a par 
tir del perfil del suelo de nuestras parcelas, segùn los dates 
de oGHLICHÏING y uLULE^123)  ^ obteniendo unos valores de 241,129 
y 64,5 mm respectivamente. La descripciôn detallada de esta es- 
timaciôn se encuentra en V/EKZEL y DLAZ-PALACIO^^^^.
Con estos dates como base y las tablas de THORiP"AITS y
se puede calcular la variaciôn del agua utilisable 
y de la facilmente utilisable (Tabla VIII, pag. 122). Las vari_a 
bles utilizadas en esta Tabla se encuentran en la pag. 123.
-  122 -  
T a b l a  VIII
Câlculo de la cantidad de agua facilmente utilisable por las plantas en el suelo de la parcela
control, segùn LAATSCH^^^^% (Ebersberger Forst, 1969)
Capacidad de almacenaje de agua utilisable = 129 mm
Capacidad de almacenaje de agua facilmente utilisable = 64,5 mm
T i Ep s Eg P Epd P-Epd agua agua agua
utilisable facilmente ae
ut ilisable percoiajix.
enero -0,44 0,0 0,0 22,8 0
f e b , -1,4 0,0 0,0 23,7 0
marzo 2,5 0,37 0,5 30,6 15,3
4,1 14 - 9,9 119, 1 54,6
a b r . 7,4 1,81 1,3 34,2 44 36,9 15 21,9 129 64,5 12
9,5 15 - 4,5 124,5 60
24,8 30 - 5,2 119,3 54,8
mayo 15,6 4,55 2,3 39,3 90 34,1 30 4,1 123,4 58,9
29 , 2 30 - 0,8 122,6 58,1
83,2 30 53,2 129 64,5 46,8
junio 13,4 4,45 2,3 39,9 92 19,4 31 -11,6 117,4 52,9
31,5 31 0,5 117,9 53,4
66 42 24 129 64,5 12,9
julio 17,9 6,9 3,1 40,2 125 34,7 42 - 7,3 121,7 57,2
0,3 41 -40,7 81,0 16,5
14,9 34 -19,1 61,9 - 2,6
go. 15,9 5,76 2,8 36,9 103 41,8 34 7,8 69,7 5,2
64,7 35 29,7 99,4 34,9
6,3 25 -19,7 79,7 15,2
e t . 14,1 4,81 2,4 31,5 76 7,0 25 -18 61,7 - 2,8
0,0 26 -26 35,7 -28,8
0,7 14 -13,3 22,4 -42,1
e t . 8,6 2,27 1,5 27,9 42 0, 6 14 -13,4 9 -55,5
1,2 14 -12,8 0(*) -64,5(*»)
-
18,1 5,1 12,9 12,9 -51,6
o v . ?,3 0,31 0,4 23,1 9,34 36,5 3,1 33,4 46,3 -18,2
21,9 3,1 18,8 65,1 0,6
20,8 0,0 20,8 85,9 21,4
ic. -5,1 0,0 0,0 21,6 0,0 31,1 0,0 31,1 117,0 52,5
9,3 0,0 9,3 126,9 61,8
*) A part ir de este valor las plantas ya no disponen de agua utilisable, al haberse ag otado
el contenido en agua facil y dificilmente utilisable (**).
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Variables utilizadas en la Tabla VIII
T (*) = temperatura media mensual
i = factor en conexion con la temperatura (se cal
cul a a partir de las tablas de TÏÏORiT.'MITE y
Ej = evapotranspiraciôn potencial mensual, obteni-
da a partir de las tablas de TH0RÎ1.7A1TE y luA- 
ther^^^5)
S = duraciôn media de la luz solar para munich
(48^ de latitud norte) en unidades de 12 ho-
ras, obtenida a partir de las tablas de THOSE
ÏÏAITB y iViATHER^ ^^ )^
E^ = evapotranspiraciôn potencial mensual con la
correcciôn debida
al factor s
Eg = E^ X s
P (*) = precipitaciones por dêcada del mes
Egd = evapotranspiraciôn potencial por dêcada del
mes
P-Eg^ = balance climâtico del agua por dêcada del mes
(*) Los datos correspondientes a la temperatura y a las preci­
pitaciones fueron proporcionados por Dr. Baumgartner, del 
Institute de Meteorologia de j.;unich, a qui en deseamos ex- 
presar nuestro agradecimiento.
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En la Eig. 8 Cpag* 125) estan representados los valores 
calculados para el agua facilmente utilisable en la parcela con 
trol Clinea continua) y en la parcela cubierta (linea de pun- - 
tos ),
Los puntos senalados en la grafica como SN^ y SEg co - 
rresponden a las medidas realizadas con la sonda neutrônica en 
la parcela control y en la cubierta respectivamente. Debido a 
que la sonda no proporciona, en nuestro caso, valores absolutos, 
como ya se ha mencionado, se le asignô como valor inicial corres_ 
pondiente a las medidas realizadas con(lia en la fecha de comien 
ZO del experimento (14-5-69) el obtenido mediante calcules teô­
ricos para el contenido del suelo en agua utilisable para ese 
dia.
Segùn los valores calculados, los ârboles de la parcela 
control süfren durante algunos dias de agosto y desde el 20 de 
setiembre hasta primeros de diciembre falta de agua. Si compara 
mes el valor medio y el calculado vemos que en julio ambos prac 
ticamente coinciden y en octubre el primero sôlo se encuentra 
8,5% mas alto que el calculado, lo que da una buena correspon - 
dencia entre mediciôn y calculo.
La linea de puntos obtenida para la parcela cubierta , . 
realizando los câlculos bajo el supuesto de que la lamina de po 
lietileno no deja atravesar el agua, (P = 0), no guarda râla - 
ciôn con los valores medidos con la sonda neutrônica (SNg) tan-
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to en Julio como en octubre. Esto se debe probablemente, por u~ 
na parte, a que la evaporaciôn del suelo se ve reducida debido 
a la lamina de plastico y, por otra, a una posible entrada de 
agua desde la region del suelo que rodea la lamina. El valor 
NSg de julio nos indica, sin embargo, que para esas fechas los 
arboles ya no disponen de agua facilmente utilisable, por lo 
que su sintesis se habrà visto reducida.
Influencia del abastecimiento de agua en la composicion
quimica y en la accion inhibidora del liber. La Fig. 9 (pag.12?)
muestra la influencia del abastecimiento de agua del suelo en 
la concentraciôn total de sustancias inhibidoras y en el efecto 
inhibidor del liber.
A1 principle del experimento el valor de la concentrai -
ciôn de sustancias inhibidoras en los arboles de la parcela cu­
bierta es mayor que en los de la parcela control. Al cabo de 60 
dias, aproximadamente, la concentraciôn de los arboles de la 
parcela control ha sobrepasado la de los primeros en un 12%. 
Hasta la mitad de setiembre las diferencias entre los valores 
de ambas parcelas estan asegurados estadisticamente (P = 5%)* A 
partir de esta fecha las diferencias ya no son significantes,lo 
cual es comprensible al considerar la falta de agua que sufren 
ambas parcelas en el ultimo periodo. Seria sin embargo de espe- 
rar que los valores de la concentraciôn de las sustancias inhi-
30
CJ
JO
20
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Concentraciôn de sustancias Inhibidoras en el liber
8 60 oM
S 40
s
;
s 30
i 20.U
XX
I
Accion inhibidora del liber molido
May * JurT * M.
Parcela control 
Parcela cubierta
Agos ' Set ' Oct * Nov.
Pig. 9* Variaciôn de la concentraciôn total de sustancias 
inhibidoras en la parcela control y en la cubierta, a 
lo largo del Experimento (Ebersberger Eorst 1969)
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bidoras bajaran en vez de subir. La subida a partir de octubre 
es caracteristica de esta época del ano, como hemos visto en el 
apartado 4.1.2.$. El mlnimo de setiembre es menos pronunciado 
en estos ârboles que en los que sirvieron para el experimento 
del apartado acabado de raencionar, lo cual puede ser debido a 
la fecha de la toma de muestras, ya que la subida observada en 
octubre puede empezar a ûltimos de setiembre.
La accion inhibidora del liber trente a Pomes annosus 
(curva inferior de la Pig. 9, pag. 127), como se puede apreciar, 
esta en estrecha correlaciôn con la cantidad de sustancias fun- 
gitôxicas.
La variaciôn de la concentraciôn total de azûcares de am 
bas parcelas esta representada en la Pig,10 (pag. 129). Los âr­
boles de la parcela cubierta muestran un minime a principles de 
julio, probablemente como consecuencia de una reducciôn de la fo 
tosintesis debido a la falta de agua -que se corresponde con la 
fuerte reducciôn de los fenoles- y luego experimentan un creci- 
miento mayor que los de la parcela control, no presentando el pe 
queno minime que estos muestran en setiembre. Esta mayor concen 
traciôn de azûcares en el liber de los ârboles bajo condiciones 
de sequedad en comparaciôn con la de ârboles con suficiente a- 
bastecimiento de agua se ha encontrado tambien en otros casos , 
por ejemplo en Pinus taeda (HODGES y LORIO^^^^^ y es atribuida 
por estos autores a una reducciôn del crecimiento en los ârbo-
— 12^ —
%  en el 
liber seo?^
11
10
9
8
7
6
5
3
2
1
Q
FiR. 10. Variaciôn de la concentraciôn total de azû­
cares en la parcela control y en la cubierta a lo 
largo del experimento (Ebersberger Forst 1969) '
les. Segùn elles el azûcar procedente de la hidrôlisis del almi 
dôn es utilizado por los arboles en condiciones normales para el 
crecimiento de las cêlulas, mientras que en los arboles someti- 
dos a sequedad se oueda acuraulado.
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No todos los azûcares siguen el mismo ritmo. Segun es­
tos mismos autores el azûcar de transporte, es decir, la sacaro 
sa, expérimenta durante algûn tiempo una disminucion en su con­
centraciôn, como consecuencia probablemente de una reducciôn de 
la fotosintesis. Esto podria ser una causa de la mener concen­
traciôn de fenoles en el liber de los arboles de la parcela cu­
bierta, ya que este azûcar esta en estrecha relaciôn con la sin 
tesis de fenoles (DITTRICh U?) ) ,
R e la c  ion  
ü c a r e s / p c i l  f e n d e ,
%
30
20
10
f ' -"'-f  I I""'"" i I---r— r—
M J J A S O N D ( m e s )
Pig. 11. Relaciôn azûcares/polifenoles expresada en %
en la parcela control (----) y en la cubierta L—
a lo largo del experimento
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Como consecuencia de esa acumulacion de azûcares, la re 
laciôn azûcares/polifenoles es diferente para ambas parcelas. En 
la Pig. 11 (pag. 150) esta representada esta variaciôn a lo lar 
go del experimento. En los arboles de la parcela cubierta,la re 
laciôn azûcares/polifenoles es mayor que la de los arboles con­
trol, al principio del experimento; sufre luego una fuerte de - 
presiôn en julio para después crecer mucho mas rapidamente que 
en los arboles control. Las pruebas tomadas en diciembre, im mes 
después de haber quitado la cubierta, muestran una relaciôn in­
versa. Esta mayor proporciôn relative de azûcares en el liber de 
arboles con falta de agua puede proporcionar a los bongos un me 
jor sustrato nutritive.
'\iAADlA et al.(^^^ encuentran que la falta de agua difi- 
culta ademas la absorciôn de potasio por las raices,lo cual pue 
de conducir igualmente a una disminucion de la fotosintesis.Los 
analisis de las aciculas (Tabla IX, pag. 152) muestran que la 
concentraciôn de este elemento en las aciculas procédantes de 
los arboles de la parcela cubierta es claramente mas bajo que la 
de los arboles de la parcela tomada como control.
Los elementos Ga y Mg se comportan al contrario que el 
K. En el caso de estos elementos el aumento de concentraciôn en 
la parcela cubierta puede ser debido a que las aciculas de esta 
son algo mas pequenas. Tambien se puede atribuir al antagonisme 
entre elementos monovalentes y divalentes.
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T a b l a  IX
Concentraciôn de elementos nutritivos en las aciculas 
de Picea abies (21-11-69)
Parcela
Peso de
100 aciculas 
g
N P K Ga Mg 
% en sustancia seca
Control
Cubierta
1,1150
0,8961
1.11 0,15 0,68 0,56 0,094
1.11 0,15 0,46 0,46 0,118
Como resumen de esta investigaciôn se puede concluir que 
la sequia del suelo disminuye la concentraciôn de sustancias fun 
gitôxicas en el liber del abeto rojo y la accion inhibidora del 
mismo. En las temporadas en que el abastecimiento de agua es es 
caso, estaran pues los arboles especialmente predispuestos a la 
penetraciôn de los hongos, lo cual puede ser une de los motivos 
de la mayor frecuencia con que aparece la "pudriciôn del duramen" 
en los habitats forestales que sufren sequias periodicas.
4,1.5.2 Influencia de un suelo rico en carbonates
El segundo tipo de habitats forestales a investigar en 
los que se présenta con frecuencia la "pudriciôn del duramen" 
era el de aquellos que poseen un suelo rico en carbonates, los
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que dan lugar a un pH neutre o basico, segûn los casos, poco a- 
propiado para el crecimiento de los abetos rojos. En estos sue­
los presentan los arboles frecuentemente una deficiencia en mi- 
croelementos, principalmente, como ya se dijo en el apartado
2.4.2, en manganese. Por elle se juzgô interesante estudiar el 
influjo que la deficiencia de este elemento podla ejercer sobre 
la composiciôn quimica de los extractos del liber de los abetos 
rojos y la accion inhibidora del mismo.
Influencia de la deficiencia de los abetos rojos en man­
ganese sobre la accion inhibidora del liber
Para llevar a cabo estos expérimentes se han tornade pruebas en 
dos estaciones forestales (*) de Baviera del Sur: Feldmoching y 
Günzburg. En ambos casos se trata de suelos turbosos a los que 
parcialmente se les habia privado de la turba en la parte supe­
rior. Los arboles que crecen precisamente en esos sitios extien 
den sus raices en horizontes calizos, mientras que a pocos me­
tros crecen ârboles sobre suelo âcido.
Feldmoching: Media anual de precipitaciones: 800 mm;tem 
peratura media anual 7,5^0. Edad de los ârboles: 12 anos.
Günzburg: Media anual de precipitaciones: 650 mm; temp£
(*) Los datos referentes a las estaciones forestales han sido 
tornados de TOZSL y EREUTZEr U ê ).
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ratura media anual 7,5^0. Edad de los arboles: 10 j 17 anos.
En cada estacion forestal de las anteriores se eligie - 
ron dos plantaciones colindantes de abetos rojos, una de ârbo­
les con un abastecimiento de manganese suficiente -en suelo âci 
do- y otra de ârboles con una gran deficiencia en este elemento 
que crecîan en los suelos que habian sido privados del horizon- 
te superior âcido, con un pH entre neutre y dêbilmente alcaline.
A pesar de que los ârboles de ambas plantaciones dentro de cada 
estacion forestal tenian la misma edad e idêntico abastecimien­
to de agua -suficiente para un buen crecimiento- presentaban 
grandes diferencias en cuanto a altura y aspecto exterior (Fig.12)
Fig. 12. Plantaciôn de abetos rojos en Günzburg. Arbo 
les de igual edad (17 anos) con suficiente mangane 
so en las aciculas (vendes) y con deficiencia en 
manganèse (amarillas)
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K R E U T Z E R ^ h a  realizado analisis de las aciculas de 
ambas estaciones forestales encontrando concentraciones entre 
80 y 100 ppm de manganese para los ârboles sanos y entre 5 y 8 
ppm en los enfermes. Las aciculas de ,estos ultimes presentan 
ademâs sintomas claros de deficiencia en este elemento, que des 
aparecen al ser tratadas con una sal de este manganese, sumer- 
giendo las ramas en una soluciôn de mn(N0^)2 o de I'Ta2ihi.EI)TA 
( K R E U T Z E R ^ ^ . El resto de los elementos nutritivos estâ pré­
sente en una concentraciôn suficiente para un crecimiento nor­
mal. En cada plantaciôn se eligieron 10 ârboles tomândose 4 
muestras (/ - 1,5 cm) de liber de cada une y reuniôndose las de 
cada plantaciôn en una muestra comùn.
Las caracteristicas de cada toma asi como los resulta­
dos de los anâlisis quimicos y los ensayos biolôgicos con Eomes 
annosus estân consignados en la Tabla X (pag. 136).
Los experimentos se han agrupado segûn la edad de los 
ârboles y la altura de los mismos. En el primer grupo de compa- 
raciones (comparaciôn 1 y 2) se han examinado ârboles de igual 
edad pero de distinta altura debido a su crecimiento anormal 
por la falta de manganese. Las primeras muestras se tomaron a 
1 m de altura sobre el suelo, pero al ser extraordinariamente 
delgado a esta altura el liber de los ârboles con falta de man­
ganese, lo que hacia dificil su separaciôn, se optô por tomar 
las muestras a 0,2 m.
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En el segundo grupo (comparaciones 3 y 4) se han compa- 
rado ârboles de igual altura pero de distinta edad, situados 
tambien en plantaciones colindantes. Los sanos tenian 10 anos y 
los enfermes 17, y ambas plantaciones presentaban una altura de 
2,5 m. El ultime grupo de pruebas se tomô en Feldmoching.dn es 
ta estacion forestal las diferencias entre los ârboles con défi 
ciencia en manganese y los que poseen un buen abastecimiento 
del mismo no son tan marcadas como en Günzburg.
En todos los casos examinados los valores de la accion 
inliibidora del liber (columna 12) correspondientes a los ârbo - 
les sanos son mayores que los de los ârboles con deficiencia en 
manganese. Estos valores se corresponden con una mener concen - 
traciôn total de sustancias inhibidoras (columna 11) en el li­
ber de los ârboles sanos respecte a la de los enfermes. Particu 
larmente notable es la pequena cantidad de glucôsidos de los âr 
boles enfermos en Grünzburg (columna 8).
En la comparaciôn 3 la gran concentraciôn de sustancias 
resinosas que presentan ambas plantaciones en setiembre (colum 
na 6) sôlo se ha encontrado en este caso.
Se puede concluir pues, como resultados de estos experi 
mentos, que la deficiencia en manganese de los abetos rojos da 
lugar a una concentraciôn mener de sustancias fungitôxicas en el 
liber y, como consecuencia, a una acciôn inhibidora del mismo 
mâs pequena. Esta seria pues una de las causas que contribuyera
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a la mayor frecuencia con que arboles que crecen en suelos alca 
linos son atacados por la "pudriciôn del duramen".
En estos suelos ademas, no solo la resistencia del li­
ber .preexistente a la infeccionse ve influenciada por la insufi - 
ciente nutricion de los arboles en manganese, sine tambien la 
exudacion de résina, como se verâ en el apartado 4.2.3, la cual 
es mucho mener en estos ârboles que en los sanos.
Junte a estas razones, que se refieren a la predisposi- 
ciôn de la planta, hay que considerar en este tipo de habitats 
forestales otra tambien muy importante con relaciôn a la vida 
del Femes annosus, Los antagonistes de este hongo, principalmen 
te Trichoderma viridi, no encuentran en los suelos calizos, a 
causa de su elevado pH unas condiciones de vida apropiadas, por 
lo que el parâsito causante de la pudriciôn puede crecer y re - 
producirse con mayor f acilidad (RISBETH^^^^^,
Desde ambos puntos de vista -predisposiciôn de los ârb£ 
les a la infecciôn a causa de una mener concentraciôn en sustan 
cias fungitôxicas por una parte y la facilidad para la vida del 
l'orne s annosus por otra- los habitats forestales en los que los 
ârboles vayan a estar sometidos a una deficiencia en manganese 
no son apropiados para abetos rojos.
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4.1,3.3 Influencia de un suelo muy rico en nitrogeno
El tercer tipo de habitats forestales especialmente pre 
dispuestos a la pudriciôn del duramen es el de los que poseen un 
suelo muy rico en nitrôgeno. Taies suelos pueden existir en la 
naturaleza (p.ej., tierra parda sobre basalto) o ser el résulta 
do de un abonado con grandes cantidades de este elemento.
Realizaciôn del experimento. Para investigar el influjo 
que un abonado excesivo, exclusivamente a base de nitrôgeno, pue 
de ejercer sobre la composiciôn quimica de los extractos del li 
ber del abeto rojo y sobre el efecto inhibidor del mismo,se eli 
giô una plantaciôn de abetos rojos en Ebersberger Eorst. Las ca 
racteristicas de esta estaciôn forestal han sido ya descritas 
en el apartado 4.1.2.3. Los ârboles tenian entre 30 y 40 anos y 
aspecto sano.
Dentro de la plantaciôn se reservaron dos parcelas de 
30 X 30 m para el abonado y N^) y otras dos de igual super­
ficie sirvieron como control (C^y G2)« Gada una estaba separada 
de la colindante por una distancia de 5 m para evitar influen - 
cias mutuas. De cada parcela se eligieron 10 ârboles aproximada 
mente del mismo diâmetro, de donde se tomaron las muestras a lo 
largo de todo el experimento.
Fecha de comienzo: 17 abril 1968.
En este dia se tomaron muestras de liber del tronco a 
1 m de altura en las cuatro parcelas. En la Tabla XI (pag. 140)
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T a b l a  XI
Anâlisis del liber del tronco 
(17-4-68)
Conc. total de Inhibiciôn
Parcelas sust. inhibidoras 
% del liber seco
relative 
% / 0,5 E del liber seco
reservadas
50,50 50,0
para el abonado
Ng 32,50 51,0
reservadas h
29,40 29,0
como control
Cg 25,00 20,0
se han registrado los valores obtenidos para la concentraciôn 
total de sustancias inhibidoras'y para el efecto inhibidor del 
liber molido sobre el Eomes annosus, en los anâlisis realizados 
con estas muestras.
Los valores de la Tabla XI muestran una clara correla - 
ciôn entre el contenido total en sustancias fungitôxicas del li 
ber y su efecto inhibidor en las cuatro parcelas. La acciôn in­
hibidora de la parcela control Cp es algo mâs pequena, corres - 
pondiendo a su contenido, tambien menor, de sustancias fungitô-
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xicas.
En mayo de ese mismo ano se abonaron las dos parcelas 
reservadas para el efecto con un abono nitrogenado compuesto 
por tin 67% de nitrate amonico y un 53% de carbonate câlcico, en 
dos abonados de 236 Kg N/ha cada une, el primero el 9 y el se - 
gundo el 28 de mayo.
El efecto de este abonado en la concentraciôn de nitrô­
geno de los ârboles se comprobô mediante el anâlisis de acicu - 
las, cuyas muestras se tomaron en noviembre del mismo ano . La 
concentraciôn de nitrôgeno en las aciculas estâ consignada en 
la Tabla XII. El resto de los elementos no présenté diferencias 
dignas de menciôn.
T a b l a  X II
Concentraciôn de nitrôgeno en las aciculas 
(21-11-68)
% N en la sustancia seca
N^ 1,69
parcelas abonadas
Np 1,34-
parcelas control ^1 1,18
Cp 1,18
- 14-2 -
à pesar de esta clara sutida de la concentraciôn de ni- 
trôgeno en las aciculas, el efecto inhibidor del liber del tron 
co y la composiciôn quimica de sus extractos no habian expert - 
mentado ningnna variacion, como mostraban les anâlisis de las 
muestras tomadas con regularidad una vez al mes a partir de ma­
yo, y la siguieron sin presenter durante todo el invierno 58-69.
Durante el periodo de actividad vegetativa de 1969 se 
volvio a repetir el abonado con la misma cantidad total que el 
ano anterior pero dividido en très veces: 128 Kg N/ha el 28 de 
abril, y el 12 de junio, y 296 Kg N/ha el 1 de setiembre, pero 
no se experiïïiento tampoco ninguna variaciôn en la composicion 
quimica de los extractos del liber del tronco y en el efecto in 
hibidor del mismo liber sobre el Fomes annosus. Los anâlisis de 
las aciculas tomadas el 19 de noviembre del mismo ano muestran 
un nuevo aumento de la concentraciôn de nitrôgeno, como se verâ
en la Tabla XIII (pâg, 149), por lo que indudablemente los arbo
les habian asimilado una gran parte del nitrôgeno ofrecido.
El liber del tronco a la altura de 1 m y el de las rai­
ses medianas suelen presenter en general un efecto inhibidor se 
menante, como ya se ha mencionado en el apartado 4.1.2.1; sin em
bargo, debido a que el liber del tronco no mostraba ningua va -
riaciôn, tanto en la composiciôn quimica de sus extractos como 
en su acciôn inhibidora, se pensô finalmente en tomar muestras 
del liber de las raices de las cuatro parcelas para examinar su
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efecto inhibidor y ver si en ellas la concentraciôn en nitrôge­
no habla experimentado mayor variaciôn.
La primera toma de muestras de raices se realize el 21 
de abril de 1970, en cuanto desapareciô la nieve. De los mismos 
ârboles y en esa misma fecha se tomaron muestras del liber del 
tronco a 1 m de altura. Los valores para la concentraciôn de ni 
trôgeno en las aciculas, liber de las raices y liber del tronco 
en las parcelas abonadas y en las tomadas como control estân ex 
puestos en la Tabla XIII
T a b l a  XIII
Concentraciôn de nitrôgeno en las aciculas, liber de las raices 
y liber del tronco en las parcelas abonadas y en las control
. . n „ Liber raices Liber troncoîrüïi a - , . 70
% H en la sustancia seca
parcelas ^^ 1 
abonadas ^
2
Q
parcelas 1 
control « 
O2
1,92 1,15- 0,56 
1,65 0,91 0,51 
1,18 0,50 0,46
1,17 0,43 0,43
— 144 —
Del examen de estes resultados se deduce que el contend 
do en nitrôgeno del liber de las raices en las parcelas abona - 
das ha aumentado en una proporciôn mucho mayor que el del liber 
del tronco de esos mismos ârboles. Esto ùltimo hace comprensi - 
ble que el efecto inhibidor del liber del tronco no présentera 
variaciones entre las parcelas. Los resultados de los ensayos 
biolôgicos con el liber de ambos (raices y tronco) estân consig 
nados en la Tabla XIV
T a b l a  XIV
Comparaciôn de la acciôn inhibidora del liber de las raices 
con la del liber del tronco a i m
(21-4-70)
Inhibiciôn relativa
% / 0,5 g de liber seco
Raices Tronco
parcelas 2 31,4
abonadas
Ng 7 50
parcelas h 28,2 29
'
control Cg 19,9 22,5
-  14-5 -
Lqs valores de inhibiciôn que présenta el liber del 
tronco de las 4- parcelas son muy semejantes a los bbtenidos pa­
ra este mes en 1968 (comparer con la Tabla XI, pag.140). Se ob­
serva tambiên una buena correlaciôn entre raices y tronco de las 
parcelas control. Por el contrario las raices de las parcelas 
abonadas con nitrôgeno muestran nna acciôn inhibidora extraordi 
nariamente pequena, sobre todo N^, que es segûn la Tabla XIII 
(pâg. 143) la que ha experimentado la mayor subida en la concen 
traciôn de nitrôgeno. Es posible que esta disminuciôn de la ac­
ciôn inhibidora del liber de las raices haya sido un proceso 
paulatino que la falta de muestras de raices en este tiempo in- 
termedio nos ha impedido comprobar.
Causas de la reducciôn de la acciôn inhibidora en las 
raices de las parcelas abonadas
Las causas de esta reducciôn en la acciôn inhibidora 
del liber de las raices pueden ser entre otras:
- Una.concentraciôn mâs pequena de sustancias inhibido- 
ras.
- Una mayor proporciôn de sustancias nutritives para el 
hongo, que favorecieran su crecimiento.
- Una combinaciôn de las dos anteriores.
Â fin de examinar cuèl de estas causas jugaba en nues -
tro caso un papel importante, se realizaron anâlisis quimicos 
de los extractos de liber de las cuatro parcelas, cuyos résulta
dos estân expuestos en la Tabla XV (pâg. 146) correspondiente
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al mes de abril. idemâs de los grupos de sustancias comunmente 
analizados, se ha anadido la concentraciôn de almidon y el to­
tal de aminoâcidos libres expresado en mol por 100 g de liber 
seco.
Como se puede observer, el abonado con nitrôgeno no ha 
influido en la concentraciôn de sustancias fungitôxicas del li­
ber, ni en la total, ni en los distintos grupos. Tampoco se dé­
jà notar su influencia en la concentraciôn de azùcares ni en la 
de almidôn. La concentraciôn de aminoâcidos libres, por el con­
trario, es alrededor de 7 veces mayor en las parcelas abonadas.
'No sôlo los aminoâcidos libres han sufrido un incremen- 
to, sino tambiôn otros compuestos nitrogenados solubles en eta- 
nol-agua, como se puede deducir de los datos expuestos en la Ta 
bla XVI (pâg. 148).
Sometiendo a hidrôlisis el extracto de etanol-agua y 
analizando los aminoâcidos de la soluciôn résultante con un ana 
lizador automâtico, se obtiene ùna concentraciôn de los mismos 
bastante superior a la correspondiente a los aminoâcidos libres. 
Esto indica que existe una determinada concentraciôn de nitrôge 
no en forma de pêptidos solubles en etanol-agua.
En las Fig. 15 y 14 (pâg. 149 y 150) se han reproducido 
fotogrâficamente los cromatogramas correspondientes al anâlisis 
de los aminoâcidos en la soluciôn résultante de la hidrôlisis 
en las parcelas N^ y del extracto de etanol-agua.
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T a b l a  XVI
Concentraciôn de nitrôgeno soluble en atanol-agna 
en el liber de las raices 
(16-4-70)
% N en el liber seco
N total 
soluble en 
etanol-agua
N en forma de 
aminoâcidos 
libres
N en forma de 
arginina
parcelas 0,435 0,134 0,127
abonadas
^2 0,372 0,134 0,129
parcelas 0,100 0,0078 0,0027
control C2 0,126 0,005 +
Los resultados de estos analisis j del analisis de los 
aminoâcidos libres para los ârboles de las mismas parcelas y 
estan consignados en la Tabla XVII (pag. 151). Los ârboles 
de las parcelas y presentan unos valores muy semejantes a 
sus paralelas, por lo que no han sido consignados en la tabla.
Los aminoâcidos senalados con un asterisco (*) no for - 
man parte de los comunmente encontrados en las proteinas.La corn
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T a b l a  XVII
Resultados del anâlisis automâtico de aminoâcidos en el 
extracto de etanol-agua del liber de las raices (16-4-70)
Parcela abonada N- Parcela control G1
Aminoâcidos libres
Aminoâcidos Aminoâcidos
dïi aii
extracto extracto
mol/lOOg del liber seco
Ac. aspârtico 122,0 310 63,69 218
Treonina 65,84 65 69,64 89
Serina 69,48 124 48,02 226
Ac. glutâmico 85,91 635 90,47 466
Prolina + 90 - -
Glicina + 240 + 295
Alanina 155,21 275 50,00 158
Valina + 56 + +
Isoleucina + + + +
Leucina + + + +
Tyrosina + + + +
Penilalanina + + + +
-aminobutiric ( ^no det. no det. no det. no det
Histidina^ ^ + + + +
Ornitina + + + +
Lisina + + + +
Arginina 2276 3800 126 290
- = no encontrado 
+ = cantidades pequenas
(*) = no encontrado comunmente en proteinas
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paracion con muestras auténticas de varies aminoâcidos encentra 
dos en otras especies de Picea ) mediante anâlisis
automâtico y cromatografia de plaça fina ha dado en todos los ca 
SOS las caracteristicas del âcido -aminobutirico para la prime 
ra y ornitina para la segunda. Su concentraciôn no ha sido de­
terminada.
La treonina puede venir acompanada por las amidas gluta 
mina y asparraguina, bajo las condiciones en que se han réalisa 
do los anâlisis automatises. Sin embargo, en nuestro caso no se 
ha podido detectar por cromatografia de plaça fina la presencia 
de estas amidas, por lo que el valor consignado en la tabla co­
rresponde solamente a treonina.
Un valor destaca en la tabla, tanto en el anâlisis de a 
minoâcidos libres como en el de la soluciôn résultante de la hi 
drôlisis, es la elevada concentraciôn de arginina en la parcela 
abonada con nitrôgeno (N^). Luchos autores han llamado la aten- 
ciôn acerca de la importancia de este aminoâcido, como sustan - 
cia de réserva y por su râpida respuesta a un abonado con nitr£ 
geno, variable por otra carte con el abono ut i lis ado 
DURZAN y  STS'7A3d 0 2 8 )  ^ BARNES y  BEN G T S O N ^ l ^ S ) ^  TROî.tP^^^0)  ^  g _  
BELL y  M c M U L L A N ^ l ^ l ) ) ^
Este aumento tan notable en la concentraciôn de argini­
na se observa tambien claramente por cromatografia de plaça fi­
na (Fig. 15, pâg. 155)' El cromatograma se ha desarrollado con
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CIV
A
17
13
! 2 t7  
, B 
A 
3
Fig. 15. Cromatograma sobre
"ceTulosa de una muestra 
patron de aminoâcidos 7 
se los extractos de eta­
nol-agua de las parcelas 
N] y C^  revelado con nin- 
hidrina
patron--
fenol-agua (C IV, Tabla II, pâg. 68) utilizândose como révéla - 
dor ninhidrina.
Fii el cromatograma se ha aplicado a la izquierda una 
mezcia patron de aminoâcidos, en el centre una muestra del ex­
tracts de etanol-agua de la parcela y a la derecha una mues- 
tra del mismo extracto de la parcela Los nûmeros se corres- 
ponden con los de las sustancias de la Tabla XVII (pâg. I5I) . 
Las sustancias senaladas con A y B corresponden a las amidas as 
parraguina y glutamina, que este mes, como se puede comprobar , 
no estân présentes ni en la parcela abonada ni en la control.
Del reste de los aminoâcidos solo el âcido aspârtico ha 
sufrido un aumento digne de mencion como consecuencia del abona 
do. Aunque los ârboles de la parcela presentan un contenido
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mayor en alanina, no se puede tomar en cuenta esta subida, ya 
que la concentraciôn de este aminoâcido varia mucho entre los 
ârboles.
Para comprobar si la arginina ejercia un efecto positi­
ve sobre el crecimiento del Pomes annosus, se realizaron ensa - 
yos biolôgicos con el hongo sobre sustrato de agar-malta al que 
se le habian anadido, en un caso, distintas concentraciones de 
este aminoâcido, y, en otro, las mismas concentraciones de argi^  
nina pero acompanadas de 1 g de liber fresco de los ârboles de 
la parcela control C^, correspondiente al mes de abril. Por ser 
la arginina un aminoâcido bâsico, se disolviô en 1 ml de solu - 
ciôn tampôn de fosfato (pH = 5,8). 1 ml de esta misma soluciôn 
fue anadido a las plaças Pétri tomadas como testigo.
Los resultados de estas investigaciones estân consigna­
dos en la Tabla XVIII (pâg. 155)*
Segûn los valores expuestos en la tabla anterior, la ar­
ginina favorece el crecimiento del micelio del Pomes annosus 
cuando estâ presente en determinadas concentraciones, tanto en 
el caso de anadirse ûnicamente arginina como cuando se anade ar 
ginina y liber molido. Por encima de esas concentraciones, sin 
embargo, puede llegar a inhibir el crecimiento del hongo.
En los ensayos biolôgicos frente a Pomes annosus, reali 
zados con liber fresco de las 4 parcelas,y cuyos resultados se 
expusieron en la Tabla XIX (pâg. 144), se anadiô 1 g de liber
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T a b l a  XVIII
Ensayos biolôgicos con el Eomes annosus 
(Diametro del crecimiento del micelio en mm)
% de arginina en agar por plaça Pétri
0,0210,0025 0,005 0,01
Agar-malta
+tamp6n
+arginina
65,758,2
Agar-malta 
+tampôn 
+liber fresco 
+arginina
47,151,848
fresco, aproximadamente 500,mg de liber seco, a cada plaça Pe - 
tri. Teniendo en cuenta los valores consignados en la Tabla XVI 
(pag. 148), referentes a las concentraciones de arginina en el 
liber de las parcelas, cada plaça Pétri tendria una concentra - 
ciôn de arginina de un 0,005%, a la cual le corresponderia un au 
mento en el crecimiento dsl hongo. Por tanto la arginina puede 
haber tenido parte activa en la disminuciôn de la acciôn inhibi
- 156 -
dora en las parcelas abonadas.
Considerando los resultados obtenidos en los anâlisis 
de abril desde el punto de vista fitopatolôgico, se puede con - 
cluir que dado que el abonado con nitrôgeno no cambia ni la con 
centraciôn total ni la composiciôn cualitativa de los polifeno- 
les del liber de las raices, la debilitaciôn de la acciôn inhi­
bidora del liber se debe muy probablemente a su enriquecimiento 
con sustancias nitrogenadas, entre ellas aminoâcidos.
El hecho de que altas cantidades de nitrôgeno en la ma- 
dera hagan decrecer su resistencia o aumenten su susceptibili - 
dad a la pudriciôn es bien conocido. COWLING y MERRILL^^^^^ re- 
cogiendo los resultados obtenidos por varios investigadores a- 
firman que los hongos destructores de la madera pueden utilizar 
para su nutriciôn distintas formas de nitrôgeno, pero el que da 
lugar a un crecimiento mayor es el nitrôgeno en forma "amino" . 
Los distintos aminoâcidos dan lugar para cantidades equimolecu- 
lares de nitrôgeno a crecimientos tambien distintos y combina - 
ciones de los mismos producer, efectos mayores que cada uno de 
elles por separado para la misma concentraciôn total de nitrôge 
no. Mâs efectivas se han mostrado todavia en algunos casos las 
mezclas de aminoâcidos libres y pêptidos. Estos ùltimos por si 
solos pueden dar lugar a un crecimiento mayor que medios nutri­
tives conteniendo cantidades equimoleculares de los aminoâcidos 
de que estân constituidos. Tambien las proteinas pueden ser uti
-  157 -
lizadas por los hongos xilofagos como fuente de elenentos nutri 
tivos.
Begun algunos autores sin embargo (FLOOD y KIRKHAM^^*^\ 
FARKAS y K I R A L Y ^ , el mecanismo envuelto en el fenomeno de 
debilitaciôn de la resistencia de la madera a causa de los com­
puestos nitrogenados es mucho mâs complejo y hasta ahora poco co 
nocido. No sôlo hay que considerarlos aislados como fuente de 
nutriciôn, sino que es interesante tambien la relaciôn entre los 
fenoles -como sustancias fungitôxicas- y la cantidad de nitrôge 
no soluble. Segûn los primeros autores (FLOOD y KIRKHAH) esposi- 
ble que la diferencia entre variedades susceptibles y résistan­
tes se deba sôlo a esta relaciôn. En opiniôn de FARKAS y KIRALY 
pequenas cantidades de aminoâcidos facilitan el crecimiento de 
hongo, mientras que grandes cantidades podrian aumentar la re­
sistencia al resultar venenosas para el patôgeno, lo que se va­
ria confirmado enlos ensayos biolôgicos con arginina realizados 
en este trabajo.
Para investigar las'consecuencias de una nueva subida 
en la concentraciôn de nitrôgeno, en mayo de 1970 se abonaron 
otra vez las parcelas N^y N^ con 256 Kg N/ha en forma de sulfa­
te amônico. En junio y en setiembre se tomaron muestras de li­
ber, realizândose con ellas los anâlisis y ensayos biolôgicos 
acostumbrados, cuyos resultados estân expuestos en la parte su­
perior de la Tabla XIX (pâg. 158). Se han anadido nuevamente
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los resultados obtenidos en abril de 1970 para faciliter la corn 
paracion.
En el mes de junio se observa en las dos parcelas un cre 
cimiento en la concentraciôn de las sustancias inhibidoras y una 
disminuciôn en la concentraciôn de azùcares. La concentraciôn 
total de aminoâcidos crece ligeramente en las parcelas control, 
mientras en las abonadas se dobla su valor. Arginina ha alcanza 
do tambien un valor doble del obtenido en abril, como se puede 
deducir de la comparaciôn de la Tabla XX y la tabla XVI (pâg.1^ 8).
T a b l a  XX
Concentraciôn de nitrôgeno soluble en etanol-agua
en el liber de las raices 
(9-6-70)
% N en el liber seco
N soluble en N en forma de N en forma de
etanol-agua aminoâcidos arginina
libres
parcelas 0,467 0,278 0,260
abonadas N2 0,451 0,277 0,255
parcelas 0,146 0,011 0,007
control C2 0,146 0,025 0,008
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En las parcelas control la acciôn inhibidora es en junio 
algo mayor que en abril, y en las abonadas muchîsimo mayor aun­
que su valor permanece aûn por debajo del de las parcelas con­
trol. Este enorme crecimiento de la acciôn inhibidora en las par 
celas abonadas se puede deber por una parte a la mayor concen - 
traciôn de sustancias fungitôxicas que contrarresta la acciôn 
de los aminoâcidos y otras sustancias nitrogenadas; por otra par 
te, a la posibilidad de que esa concentraciôn tan elevada de ni 
trôgeno y principalmente de arginina sea venenosa para el hongo
En el mes de setiembre, parte inferior de la Tabla XIX 
(pâg* 158), la acciôn inhibidora en los ârboles de las parcelas 
control ha sufrido una fuerte depresiôn, tipica para esta epoca 
del ano (4.1.2*2), correspondiente a una disminuciôn en sustan­
cias fungitôxicas, principalmente glucôsidos. En comparaciôn,la 
disminuciôn de âstos en las parcelas abonadas es muchîsimo me- 
nor y consecuentemente tambien la acciôn inhibidora es mayor 
que en las control. La causa de esta anomalîa no se conoce.
Los aminoâcidos han .vuelto a experimentar una pequena 
subida en las parcelas abonadas. En las Fig. 16 y 17 (pâg. 161 
y 162) estân reproducidos los cromatogramas correspondientes al 
anâlisis automâtico de aminoâcidos en las parcelas y en 
el mes de setiembre de 1970. Es de notar el aumento experiments 
do eh la parcela abonada por la sustancia identificada como or­
nitina.
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Durante el invierno 69-70 los ârboles de las parcelas 
abonadas sufrieron mucbo mas que los de las parcelas control ba- 
jo el peso de la nieve, doblandose y llegando a quebrarse, lo 
que parece indicar una falta de buena lignificacion. Segûn PRBY, 
WISSLING y REISH, para lograr una buena lignificacion es necesa 
rio que los ârboles no contengan demasiado nitrôgeno (citado 
por
Concentraciones de nitrôgeno tan elevadas como las que 
de han obtenido en la segunda parte del experimento, es improba 
ble que se presenten en la naturaleza e incluse que sean alcan- 
zadas con un abonado, por lo que la parte primera del experimen 
to, entre abril de 1968 y abril de 1970, es la que permanece co 
mo mas interesante.
Significado fitopatolôgico del experimento. Conclusiôn. 
En la Fig. 18 (pag. 164) esta representada la acciôn inhibidora 
de las parcelas y (abonadas) Y 0^ y (contrôles) en a- 
bril de 1968 (izqda.) y en abril de 1970 (dcha.). En ella se a- 
precia claramente la reducciôn de la acciôn inhibidora en las 
parcelas y como consecuencia de los abonados durante los 
periodos de actividad vegetativa de 1968 y 1969.
Esta disminuciôn del efecto inhibidor del liber como con 
secuencia del abonado podria ser pues una de las causas implica 
das en la mayor frecuencia de la pudriciôn del duramen en sue 
los muy ricos en nitrôgeno. PLATT et a l . h a n  comprobado me
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Inhibiciôn 
relativa 
%/OSq liber seco Abonodo 
mayo 1968
Porcelo control 
Porcelo abonodo
Abonados 
abrrl-junio 1969
0
PiR. 18 Influencia de un fuerte abonado con nitrôgeno 
sobre la acciôn inhibidora del liber de las raices 
del abeto rojo
diante ensayos con probetas de madera del tronco y de las rai - 
ces de 8 especies de coniferas que la perdida de peso experimen 
tada en estas ultimas por acciôn del Pomes annosus era signifi- 
cativamente mayor que la del tronco y atribuian esta diferencia 
a la mayor cantidad de nitrôgeno y de hidratos de carbono de re 
serva que poseian las raices.
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4.2 Resultados de los ensayos llevados a cabo con oleorresina
Como ya se dijo en la introduciôn tanto este como el 
prôximo apartado, en el que se estudian los ensayos realizados 
con madera (4.5) constituyen dos capitulos adicionales que ana 
den nuevos puntos de vista a la bûsqueda de relaciones entre 
el estado de nutriciôn de los ârboles y su resistencia a la "pu 
driciôn del duramen".
El examen complete, tanto de la oleorresina como de la 
madera, exige una dedicaciôn a la que no se intentaba llegar 
en nuestro caso, sino simplemente se han querido realizar unos 
ensayos previos orientadores que dan idea de su importancia y 
abren c amino para una posterior investigacion.
En los estudios anteriores, 4.1 y 4.2 se ha visto c6mo 
el liber del abeto rojo debido a su contenido en sustancias 
fungitôxicas ejerce una acciôn inhibidora sobre el crecimiento 
del micelio del Fomes annosus, acciôn inhibidora que depende 
de la estaciôn del ano y del estado de nutriciôh de los arbo- 
les. El liber pues cuando esta intacte se debe comporter como 
una barrera defensive mas o menos fuerte segûn los casos. A 
fin de comprobarlo el Prof# Rehfuess del Institute de Edafolo- 
gia de la Universidad de Munich estô realizando actualmente 
infecciones con el Fomes annosus en raices de Picea abies, en 
plantaciones con distintos estados de nutriciôn. Cuando
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éste liber sin embargo se agrieta, tanto si es debido a causas 
natural es como si es provocado artif icialmente, o bien si es hje 
rido como consecuencia del ataque del hongo (BRAUN y LULEV^ 
se observa una exudacion de oleorresina mâs o menos fuerte se- 
gun la epoca del ano en que tenga lugar, que podria ser una nue 
va defensa a la penetracion del hongo,
Dos cuestiones se presentan especialmente interesantes 
en la investigacion de este fenomeno;
1^, ^Ejerce la oleorresina una accion inhibidora sobre 
el Fomes annosus?
2°. 2 Varia la cantidad de oleorresina exudada por los
ârboles con la epoca del ano y el estado de nutr_i 
cion de los mismos?
4.2.1 Accion inhibidora de la oleorresina sobre el Fomes annosus
Para realizar los ensayos biologicos frente a Fomes anno 
sus con la olorresina del abeto rojo se tomaron muestras de la 
misma a 1 m de altura en el tronco de ârboles de 50 a 40 anos , 
en el mes de julio de 1970 en Ebersberger Forst.
La exudacion de résina tuvo lugar fundamentaimente en la 
superficie de la albura por lo que se trata pues, en su mayor 
parte de oleorresina (ver apartado 2.5.2).
La oleorresina fue disuelta en acetona y de la solucion 
se hicieron dos partes. Una se ensayo directamente con el Fomes
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annosus; en la otra se dejo evaporar el disolvente obteniéndose 
de esta forma una masa cristalina blanca cubierta con nna capa 
oleosa amarilla. Ambas, la fraccion cristalina y la fraccion o— 
leosa se ensayaron por separado frente al Pomes annosus. La pr£ 
porcion entre ambas varia segun la época del ano. Con ellas se 
han realizado también ensayos biologicos. El examen por cromat£ 
grafia de capa fina de las fracciones cristalina y oleosa, con 
los disolventes de desarrollo Sg III y Sg IV, muestra que se 
trata de mezclas muy complejas. En la fraccion cristalina se 
ha podido detectar la presencia de âcido abiético por compara- 
cion con una muestra auténtica de esta sustancia (de la casa 
Roth, Karlsruhe). El âcido abietico es, como ya se dijo en la 
parte teorica, uno de los componentes principales de la oleorr£ 
sina de muchas especies de Picea y de Pinus, aunque no se sabe 
todavia si existe en realidad en el ârbol o si es el resultado 
de transformaciones posteriores a la exudacion (MUTTON^^^)). E£ 
t a  sustancia también ha sido ensayada con el Pomes annosus a 
titulo de comparacion.
La cantidad de cada una de las muestras ensayadas co­
rrespondra al 0,25^ del sustrato de agar-malta en las plaças P£ 
tri. Los resultados de estos ensayos estân registrados en la ta 
bla XXI. Cada uno de los valores obtenidos représenta el valor 
medio de cuatro plaças Pétri.
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T a b 1 a XXI
Inhibicion relative en % de distintos preparados frente al
Pomes annosus
Preparados Inhib. relative
oleorresina
fraccion cristalina de la oleorresina
âcido abiético 46^
fraccion oleosa de la oleorresina 44,5^^
A pesar de que tanto la oleorresina como las dos frac­
ciones en que se ha dividido son solo parciaimente solubles en 
agar-malta^-por lo que estos ensayos han de ser tomados unlea­
rn ente como orientadores-jposeen una accion inhibidora compara­
ble a la del extracto de cloroformo del liber -cuya inhibicion 
relative es del (apartado 4.1.2.3)- y por tanto comparable 
también a la de la fraccion polifenolica del mismo, ya que es­
tos dos ultimos preparados presenter, efectos inhibidores seme- 
jantes.
La fraccion cristalina muestra un efecto inhibidor ma­
nor que el del âcido abiético que se encuentra entre sus com­
ponentes.
Tanto en las places Pétri que contienen oleorresina C£ 
mo las que contienen su fraccion oleosa se forman unas gotas
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duras con aspecto de âmbar -sustancias sin disolver- que no 
son colonizadas por el hongo. Esto parece indicar que la barr£ 
ra que puede oponer la oleorresina a la penetracion del hongo 
es no solo de tipo quimico, denominandb asi su accion fungito- 
xica, sino ademâs de tipo mecânico, es decir como una especie 
de lamina impenetrable para el agua que no permite la entrada 
del hongo.
La exudacion de oleorresina como consecuencia del ata- 
que del hongo puede constituir por tanto una defensa efectiva 
frente al mismo. REID y SHRIMPTON^^^^ han comprobado al inocu­
ler Pinus contorta con el hongo Europhium clavigerum que,en g£ 
neral/los ârboles résistantes a la infeccion eran los que ha- 
bian producido una cantidad mayor de résina.
La investigacion de las sustancias causantes de la âc- 
cion inhibidora de la oleorresina sobre el crecimiento sera 
objeto de otros estudios dentro del programs de la "Rotfâule 
der Eichte".
4.2.2. Influencia de la sequia del suelo sobre la exudacion de 
oleorresina
Estos experimentos se han llevado a cabo en Ebersberger 
Porst,durante el periodo de actividad vegetativa del ano 1970, en 
las mismas parcelas que habian sido utilizadas el ano anterior 
para estudiar el influjo de la sequia del suelo sobre el conte-
— 170 —
nido del liber en sustancias fungitoxicas.
Una de las parcelas se cubrio, de igual forma que en 1969# 
con lamina de polietileno el 9 de junio de 1970, y la otra,en 
la que ya se habian tomado pruebas de oleorresina en los meses 
de abril y mayo de 1970, se reserve como control.En cada una de 
ellas se eligieron cuatro ârboles y en cada uno de estes se pro 
dujeron dos heridas patron con un taladrador ( ^ = 1 , 5  cm) a 
1 m de altura.La cantidad obtenida de cada ârbol se peso por 
separado y se expreso en mg por herida patron. En cada toma de 
muestras se colecto la résina exudada por los ârboles durante 
très semanas.
En la fig. 20 se ha representado el peso medio de oleo 
rresina obtenido por herida patron a lo largo del periodo de 
actividad vegetativa en los ârboles de la parcela control y en 
los de la cubierta.
La linea correspondiente a los ârboles de la parcela 
control, que nos proporciona una imagen de la exudacion de la 
résina del abeto rojo en las distintas épocas del ano, parte 
de un valor casi nulo en los meses de invierno para subir lue- 
go râpidamente y alcanzar un mâximo en julio-agosto - corres- 
pondiendo a los meses de temperatura mâs elevada - y descender 
hacia el otono.
Considerando a la vez estos resultados y los obtenidos 
para la variacion de sustancias fungitoxicas a través del ano
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(4.1.2,2) se présenta el verano, sobre todo los meses de julio- 
agosto, como los mâs dificiles para la penetracion del hongo , 
ya que por una parte el ârbol poses una mayor concèhtracion de 
sustancias inhibidoras, y por otra la exudacion de résina es 
mâs intensa.
En la parcela cubierta, cuyo valor en junio es supe­
rior al de la control, el mâximo de los meses de verano es mu-
cho mâs bajo, parece por tanto que la exudacion de résina ha 
sido limitada por la falta de agua. Esto mismo ha encontrado
al comparar la cantidad de oleorresina exudada por
Pinus sylvestris en un hâbitat forestal considerado como seco
con otro definido como humedo.
La sequia del suelo conduce pues no solo a una disminu 
cion de sustancias fungitoxicas en el liber del abeto rojo 
(4,1.5*1) sino también a una produccion de oleorresina mâs pe- 
quena, lo que puede faciliter la colonizacion de ârboles que
crecen en habitats forestales con suelos sometidos a sequias 
periodicas, y explica la mayor frecuencia de la "pudricion del
duramen" en los mismos
4,2.3 Influencia de un suelo rico en carbonatos sobre la exu 
dacion de oleorresina
WENZEL y K R E U T Z E R h a b i a n  observado ya que las he­
ridas de ârboles con deficiencia en manganeso de la estacion
-  175 -
forestal de Günzburg (caracteristicas de la misnia en 4.1.5*2 ) 
presentaban una exudacion de oleorresina mucho mâs pequena que 
los sanos. Para comprobar cuantitativamente esta diferencia se 
tomaron muestras de oleorresina de ârboles sanos y enfermes co_ 
rrespondientes a la exudacion de la misma entre el 16 de junio 
de 1970 y el 25 de julio siguiente.
En cada parcela se realizaron los ensayos en cinco âr­
boles de 17 ano s, produciendo dos heridas patron por ârbol a 1 
m de altura, en todos los casos en la misma orientacion. En el 
caso de los ârboles con falta de manganeso la exudacion de ré­
sina fue tan pequena - como se comprobarâ por los datos recogi^ 
dos en la tabla XXII- que solamente consistio en un par de go­
tas que se mantuvieron en la superficie de la albura y fueron
T a b l a  XXII
Produccion de orleorresina (mg/herida patron) 
(Günzburg, Julio 1970)
Arbol
n—
Arboles
sanos
Arboles con 
deficiencia 
en manganeso
1 82 9
2 154 3
3 50 2
4 86 11
5 80 25
valor medio 86,4 9,6
- 174 -
separadas de ella cuidadosamente con un escalpelo. El valor con 
signado para cada ârbol es la media de las dos heridas patron.
Aunque existen diferencias entre los arboles individua- 
les, sin embargo, la tendencia de los ârboles sanos y enfermes 
estâ claramente expresada por estos valores.
Desde el punto de vista fitopatologico, los ârboles con 
deficiencia en manganeso, debido a la combinacion de una menor 
concentration de sustancias inhibidoras en el liber (4.1.5.2) 
por una parte, y de una produccion mâs pequena de oleorresina 
en sus heridas por otra, estân predispuestos de manera especial 
a una infeccion por los hongos.
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4,5 Resultados de los ensayos llevados a cabo con la madera
Aunque la madera del abeto rojo sea poco resistente a 
la pudricion, sin embargo existen grandes diferencias entre los 
ârboles individuales en cuanto a la extension de la madera enfer 
ma, tanto en diâmetro como en altura (ZYCHA y D I M I T R I El 
aspecto que presentan los tocones de ârboles enfermes despuâs 
de la tala, puede variar mucho de unos a otros, por lo que sur­
ge espontânea la cuestion de si una vez que el hongo por diver­
ses causas haya logrado atravesar el liber, encuentra en la ma­
dera una resistencia,bien preexistente,o, provocada por su ata- 
que, y si esta resistencia a la vez estâ influida por el estado 
de nutricion de los ârboles. En nuestros trbajos hemos investi- 
gado el primer punto.
4,5*1 Ensayos biologicos con el Eomes annosus
El primer paso del estudio sobre la madera ha sido la 
investigacion de su accion inhibidora sobre el Eomes annosus , 
por medio de ensayos biologicos sobre sustrato de agar-malta.
A tal efecto se tomaron por primera vez muestras de la 
madera de seis ârboles, de igual diâmetro y edad (40-45 anos), re. 
cien talados, en una plantacion de abetos rojos perteneciente 
al distrito forestal del Sur de Munich. De los seis ârboles , 
très estaban sanos y très atacados por la "pudricion del dura-
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men".
Fecha de la toma de muestras: 26 febrero 1970 
Despues de separar cuidadosamente la corteza y lavar el 
exterior de la albura con metanol para alejar los ultimos res - 
tos de los polifenoles del cambium, la madera de los arboles sa 
nos se divide en duramen y albura, atendiendo a su contendio en 
agua, apreciable a simple vista, El duramen, mas seco, présenta 
color claro, mientras que la albura es mâs oscura. Los ârboles 
sanos los designamos con los numéros I, II y III.
Los ârboles IV y V presentan un duramen rojizo, enferme, 
rodeado exteriormente por una zona amarillo-verdosa mâs estre - 
cha en el ârbol IV (1 cm) y mâs ancha en el ârbol V (5 cm), 
la cual a su vez estâ rodeada por albura sana de color mâs oscu 
ro debido a su gran contenido en agua. En el ârbol VI faltaba 
esta zona amarillo-verdosa.
El aspecto que presentan los cortes transversales de am 
bos ârboles, IV y V, al cabo de unos meses es distinto de cuando 
estaban frescos. La zona amarillo-verdosa se ha vuelto oscura, 
mientras que la albura, al perder la humedad,présenta un aspecto 
claro. La Fig. 18 reproduce fotogrâficamente el corte del ârbol 
V al cabo de cuatro meses en la que se puede reconocer perfecta 
mente el duramen enferme, la zona que lo rodea y la albura sana, 
Como se puede apreciar la zona intermedia no coincide 
con los anillos correspondientes al crecimiento anual, sino que
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Y
Fig. 18. Corte del tronco del arbol V 
A = madera enferma 
B = zona de reaccion 
C = albura sana
sus limites son irregulares. En otros ârboles hemos observado 
que estos limites presentan un color mâs oscuro.
SHAIN^^^^ encontro una zona de este tipo en sus estudios 
sobre Picea abies, y a semejanza de la de los Pinus la denomino 
"reactions zone". Nosotros hemos conservado este nombre y en lo 
sucesivo la llamaremos "zona de reaccion".También NILSSON y HYP
PEL (135) habian detectado zonas similares en raices infectadas
con Pomes annosus, alrededor de la madera enferma de pudricion.
El tercer ârbol enferme, VI, no presentaba. como se ha 
dicho, zona de reaccion,sino que la madera enferma se extendia 
casi hasta el cambium por algunas partes, y alrededor de ella
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podia observarse una zona que por su contenido an agua se par_e 
cia mas al duramen que a la albura. Solo en algunas partes, en 
los ultimos anillos cercanos al cambium se podia ver madera al­
go mas humeda.
En los arboles enfermos las partes que se podian dife - 
renciar a simple vista fueron separadas y molidas. Con la made­
ra molida de los seis arboles se llevaron a cabo ensayos biolo­
gicos con el Pomes annosus utilizandose en cada caso un gramo 
de madera fresca. Los resultados de estos ensayos estân consig- 
nados en la Tabla XXIII (pâg. 179)#
En la primera columna de numéros se ha registrado el 
contenido en agua de los te jidos expresado en tanto por ciento 
del peso seco de los mismos. Se observa la diferencia tan clara 
entre el contenido de agua del duramen y el de la albura en los 
ârboles sanos. En los enfermos IV y V hay también diferencias 
entre madera enferma y albura sana. A la zona de reaccion co - 
rresponde en ambos casos un valor mâs cercano al de la madera 
enferma que al de la albura. En el arbol VI la madera enferma y 
la sana tienen la misma cantidad de agua, como era de esperar 
de la information visual.
La segunda columna corresponde a la accion inhibidora 
sobre el crecimiento del micelio del Pomes annosus. Solamente la 
zona de reaccion muestra efecto inhibidor. El resto de los te 
dos, o bien no présenta ninguno (0), o, precisamente lo contra -
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T a b l a  XXIII
Porcentaje de agua e inhibicion relativa de los distintos teji­
dos de los ârboles sanos j  enfermos 
(26-2-70)
Arbol
n—
$ agua/peso seco Inhib. relativa
^ / 1  g  
de madera fresca
I
Duramen
Albura
20,7
90,0
0
Arboles
sanos II
Duramen
Albura
20,0
95,0
III
Duramen
Albura
29,5
74,0
Madera enferma 20,5
IV Zona de reaccion 25,0 20
Albura sana 75,5
Arboles
Madera enferma 31,5
enfermos V Zona de reaccion 25,5 24
Albura sana 96,0
VI
Madera enferma 
Madera sana
25,0
25,0 0
0 = crecimiento como en las plaças control
(-) = crecimiento mayor que en las plaças control
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rio, el hongo crece mejor sobre ellos (-)• El pH de la zona de 
reaccion (entre 7 y 8) es algo mâs elevado que el del resto de 
los tejidos (~ 5,8). Sin embargo no es ésa la causa de su accion 
inhibidora, pues al hacer los ensayos anadiendo una solucion tam 
pon se obtiene el mismo efecto inhibidor.
Las plaças Pétri en las que se habia ahadido madera mo­
lida de la zona de reaccion, presentaban alrededor del inoculo u 
nos halos pardorojizos seme jantes a los que produce el liber m_o 
lido, aunque algo mâs claros, mientras que estos halos no apar£ 
cian en ensayos con otros tejidos (duramen, albura, madera en - 
ferma). Taies halos se forman en general cuando se realizan en­
sayos con sustancias fenolicas. Esto hizo suponer que la inhibi 
cion observada era debida a la presencia en esa zona de sustan­
cias fungitoxicas de carâcter fenolico.
En el Institute de la Madera de la Universidad de Munich
/ (*) ,
esta llevando a cabo Erl. Dr. v. Aufsess ensayos de "destruccion
de maderautilizando probetas de madera de la zona de reaccion 
y madera sana de ârboles enfermos, con relacion al Pomes annosus. 
La pérdida de peso experimentada por las probetas de la zona de 
reaccion es mucho menor que la que se observa en la madera sana 
del mismo ârbol.
(^) Agradecemos a Prl. Dr. v. Aufsess esta informacion todavia 
no publicada.
— 181 —
4.5*2 Extraccion de la madera molida, examen cromatogrâfico de 
los extractos y propiedades fungitoxicas de los mismos
FREUDEI'^BERG y habian detectado ya en la madera
de Picea abies la presencia de lignanos que fueron extraidos de 
la misma con acetona-agua; para nuestro estudio parecio mâs apr£ 
piado realizar una extraccion fraccionada.
El proceso de extraccion a que se sometio la madera mo­
lida de todos los tejidos ensayados frente al Eomes annosus, ex 
cepto de la madera enferma, estâ representado en el esquema II:
E s q u e m a  II
Proceso de extraccion de la madera del abeto rojo
Madera molida
. *
extraccion con 
éter de petroleo
extracto de eter de petroleo
extracto de cloroformo
r
R.
extraccion con 
cloroformo
R.
extraccion con 
acetona
extracto de acetona R.
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. fPrimero se realize una extraccion con eter de petroleo 
para separar las sustancias grasas y otras solubles en este di- 
solvente. El extracto muestra en todos los casos un pequeno ca.H 
râcter inhibidor para el Eomes annosus.
El residue (que solo si precede de la zona de reac­
cion présenta carâcter inhibidor) fue sometido a una nueva extrac 
cion, esta vez con cloroformo. El extracto de cloroformo posee 
un fuerte carâcter fenolico en el caso de procéder del duramen 
o de la zona de reaccion, y muy débil si procédé de madera de al 
bure.
El residue Rg, que en ningun caso muestra ya accion in­
hibidora, fue sometido a una nueva extraccion con acetona.
Las concentraciones de los distintos extractos en los 
seis ârboles que venimos estudiando se encuentran en la Tabla 
XXIV (pâg. 185 ).
Al extraer la madera enferma con los distintos disolven 
tes se obtuvieron soluciones que presentaban un aspecto muy di- 
ferente de las procédantes de otros tejidos, conteniendo sustan 
cias extranas, por lo que no se han consignado sus valores, ya 
que no pueden servir de comparacion.
a) El extracto de eter de petroleo es blanquecino y gra 
siento en todos los casos. Su concentracion es variable segun 
los ârboles, como se puede apreciar.
Por el examen cromatogrâfico del mismo mediante cromat^q
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T a b l a  XXIV
Porcentaje de los distintos extractos 
madera seca 
(26-2-70)
referidos al peso de la
Arbol Extracto de Extracto de Extracto de
éter de petroleo cloroformo- acetona
Duramen 1,00 0,65 0,60
I
Albura 1,08 0,10 0,28
Arboles Duramen 0,30 0,20 0,10
IIoaUOo
Albura 0,67 0,10 0,10
Duramen 0,96 0,20 0,50
III
Albura 0,51 0,11 0,12
Zona de 0,52 2,89 0,58
IV reaccion
Albura sana 1,21 0,20 0,11
Arboles Zona de 0,97 3,91 0,47
enfermos V reaccion
Albura 1,19 0,10 0,09
VI Madera sana 1,05 0,50 0,10
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grafia de capa fina utilizando el disolvente de desarrollo Sg IV 
(Tabla II, pâg.68) se observa que se trata de una mezcla muy corn 
pleja, de composicion semejante en todos los tejidos analizados.
Con distintas concentraciones de extracto se han reali­
zado ensayos biologicos frente a Pomes annosus. Los valores de 
inhibicion obtenidos estân recogidos en la Tabla XXV.
T a b 1 a XXV
Accion inhibidora del extracto de éter de petroleo de la zona 
de reaccion frente al Pomes annosus
Concentracion en agar 
%
Inhibicion relativa 
■ ^
0,005 ninguna
0,025 10,5
0,050 16,0
0,075 25,5
Teniendo en cuenta la baja concentracion del extracto de 
éter de petroleo en los distintos tejidos (Tabla XXIV), y consi 
derando que en los ensayos con madera molida frente al Pomes 
annosus se ha utilizado 1 g de madera fresca, la concentracion 
que corresponderia al extracto en agar séria del orden de 0,005 ,^
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por lo que o bien no ejerceria accion inhibidora alguna o séria 
muy pequena.
b) El extracto de cloroformo se présenta en la zona de 
reaccion en una proporcion extraordinariamente grande en compa­
racion con la correspondiente a los otros tejidos. En el caso de 
esta zona tiene aspecto espumoso y présenta un color rosa claro. 
El extracto de cloroformo del duramen de los ârboles sanos tam­
bién tiene aspecto espumoso, pero su concentracion en el mismo 
es mucho menor que en la zona de reaccion. El de la albura sana 
présenta aspecto grasiento.
Los extractos de cloroformo procédantes de los distin - 
tos tejidos de los seis ârboles se examinaron por cromatografia 
de plaça fina sobre silicagel utilizando los disolventes de de£ 
arrollo Sg III, Sg IV, Sg V, Sg VI y Sg VII (Tabla II, pâg. 68). 
Los extractos de cloroformo de la zona de reaccion presentaban 
las mismas sustancias que los del duramen de los ârboles sanos 
y estas sustancias daban las coloraciones tipicas de fendes 
con distintos reactivos. Los de la albura sana no presentaron en 
ningun caso sustancias fenolicas.
En la Eig. 19 (pâg.185 ) estâ representado uno de estos 
cromatogramas en dos direcciones, correspondiente al extracto de 
cloroformo del ârbol V, revelado con KMnO^/ A la luz UV
se pueden detectar algunas sustancias mâs, présentes en menor 
cantidad.
- 186 -
Sgîir
Sg IV
Fig. 19- Orornatograma so 
gel de silice del 
extracto de clorofor­
mo de la zona de reac_ 
cion
1- direccion Sg. Ill
2— direccion Sg IV
Con los extractos de cloroformo de la zona de reaccion 
de los arboles IV y V a distintas concentraciones se realizaron 
ensayos biologicos con el Fomes annosus, cuyos resultados estân 
registrados en la Tabla XXVI (pâg.187 )• Las zonas de reaccion 
de ambos ârboles presentaron la misma inhibicion.
Considerando la cantidad de extracto contenido en 1 g 
de madera molida fresca - que es lo que ha sido ensayado con el 
hongo -, résulta una concentracion de 0,1^ a 0,15/^ en agar a lo 
cual le corresponderia una accion inhibidora del 25^, en perfore 
ta consonancia con la de la zona de reaccion (200 para el ârbol 
IV y 24-0 para el V segun la tabla XXIII, pâg. 179 ). La accion
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T a b l a  XXVI
Accion inhibidora del extracto de cloroformo de la zona de rea_c 
cion de los ârboles IV y V frente al Fomes annosus
Concentracion en agar 
%
Inhibicion relativa 
%
0,025 ninguna
0,050 17
0,075 24
0,100 25
0,125 25
0,150 25
inhibidora de la madera molida de la zona de reaccion es mâs 
pequena que la del extracto, lo cual es perfectamente comprensi 
ble, ya que en las plaças Pétri conteniendo el residue proche 
dente de la extraccion con cloroformo el hongo crece mejor que 
en la plaça testigo.
La accion inhibidora de la zona de reaccion es pues de- 
bida* segun estas investigaciones, no al valor de su pH sino a 
su concentracion en sustancias inhibidoras.
Realizando ensayos biologicos con la misma concentra -
. »
cion de extracto de cloroformo procèdente de duramen de arboles
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sanos se obtiene el mismo valor para la accion inhibidora, Esto 
parece indicar que las sustancias contenidas en ambos casos son 
las mismas pero en el duramen no se encuentran en la suficiente 
concentracion como para producir un efecto inhibidor sobre el 
hongo•
Para comprobar si la accion inhibidora se debia a una u 
nica sustancia, o mâs bien a un grupo de ellas se separo el ex­
tracto de cloroformo en fracciones por medio de plaças cromato- 
grâficas preparativas de silicagel.
26 mg del extracto -correspondientes a una concentracion 
aproximada de 0,1250 en agar en cada plaça Pétri- se aplicaron 
en forma de banda en seis plaças, que fueron desarrolladas con 
el disolvente de desarrollo Sg IV (Tabla II, pâg. 68). Una pla­
ça a la que no se habia aplicado sustancia se utilizo como mues 
tra de comparacion para ver el efecto del adsorbent e. Un centim_e 
tro del borde izquierdo de las plaças se revelo con KMnO^ 
para localizar las sustancias. De très de las seis plaças se 
raspo la gel de silice comprendida entre la linea de aplicacion 
y el frente de desarrollo extrayendo las sustancias adsorbidas 
con acetona. El extracto se ensayo frente a Eomes annosus para 
comprobar si durante el proceso cromatogrâfico tenia lugar al- 
gun cambio que alterara la accion inhibidora de las sustancias. 
Sin embargo se obtuvo para la inhibicion el mismo valor que en 
los ensayos realizados con 26 mg de extracto de cloroformo sin
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cromatografiar. Esto nos indica ademas que la elucion de las 
sustancias a partir de las plaças es total.
En las otras très plaças se ensayaron por separado las 
dos zonas limitadas por la linea de puntos en el cromatograma 
de la Fig. 19 (pâg.186 ), A y B.
Los valores de inhibicion obtenidos estân consignados 
en la Tabla XXVII.
T a b l a  XXVII
Valores de la inhibicion relativa del extracto de cloroformo 
de la zona de reaccion y sus fracciones frente al Fomes annosus
Inhibicion relativa
%
Extracto de cloroformo 25
Extracto de cloroformo 
eluido de las plaças 25
Zona A eluida de las plaças 12
Zona B eluida de las plaças 15
Considerando estos valores se deduce que la accion inh^ 
bidora del extracto no proviene de una sustancia sino de la me^ 
cia de varias.
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^Cuâles son estas sustancias? Aunque su identificacion 
sera objeto de otros trabajos se ha querido buscar una posible 
identidad con alguna de las sustancias identificadas por FREU- 
DEKBERG y en el duramen de Picea abies, entre las que
se encuentran (-) matairesino1 (véase apartado 2.1.1.1) que se 
habia mostrado fungitoxico en los ensayos llevados a cabo por 
RUDMAN^ \  La Eig. 20 muestra un cromatograma sobre gel de si­
lice en el que se compara el extracto de cloroformo de la zona 
de reaccion con una muestra auténtica de (-) matairesinol^*^ u
I
Eig. 20. Cromatograma so 
"bre gel de silice de 
• matairesinol (A)y del 
extracto de clorofor­
mo de la zona de reac 
cion (B)
(*) Agradecemos sinceramente al Prof. Dr. K. Preudenberg y a su 
colaborador el Dr. H. Nimz del Polymer- Institut de la Uni- 
versidad de Karlsruhe el envio de esta muestra.
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tilizando como disolvente de desarrollo Sg IV (Tabla II, pâg.68) 
y como revelador KMn0^/H2S0^.
El autentico matairesinol y la sustancia que viene a la 
misma altura en el extracto de cloroformo de la zona de reaccion 
y del duramen de ârboles sanos presentan los mismos colores con 
los reveladores siguientes:
Color
KMnO^/HgSO. rojizo
âcido fosfomolibdico azul
âcido diazobencenosulfonico rojizo
Folin-Ciocalteau azul
sal de azul solido marron
También presentan los mismos valores hRf en los disol­
ventes de desarrollo Sg II, Sg III, Sg IV, Sg V, Sg VI y Sg VII. 
Es por tanto muy probable que la accion inhibidora de la zona B 
del cromatograma del extracto de cloroformo se deba a la presen 
cia de matairesinol.
c) El extracto de acetona no ejerce efecto inhibidor so 
bre el crecimiento del Pomes annosus. Contiene una pequena can­
tidad de sustancias fenolicas que aparecen en el extracto de cl£ 
roformo junto a otras desconocidas.
Significado fitopatologico de estas investigaciones 
Aparté de la zona de reaccion de los ârboles IV y V se
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ha analizado esta zona en otros ârboles procedentes de distintas 
estaciones forestales. Su contenido en extracto de cloroformo y 
su accion inhibidora varia de unas a otras, El grado de humedad 
oscila entre el correspondiente a la albura y el del duramen, 
lo que induce a pensar que la zona de reaccion se forma en la al 
bura al avanzar el patogeno, y que constituye una respuesta dina 
mica a la infeccion.
Su formacion podria ser inducida por sustancias toxicas 
emitidas por el hongo en su avance, como por ejemplo fomanosina, 
un sesquiterpeno toxico que ha sido detectado*por BASSET et, 
al.(^^^) en algunos cultives de Eomes annosus y que al ser inye£ 
tado en las raices de Pinus taeda induce la formacion de una zo­
na de reaccion que contiens sustancias fenolicas, que segûn estes 
autores podrian ser pinosilvina y su éter monometilico, encontre 
dos por SEAIN^^^) en zonas de reaccion de estes ârboles natural 
mente infectados.
La sintesis de les fenoles de esta zona de reaccion, 
contenidos en el extracto de cloroformo y que podrian ser cons^ 
derados como Phytoalexinas puede llevarse a cabo a partir de 
sustancias de réserva, taies como almidôn (SHAIN^^*^^). La con - 
centracion de estas sustancias de réserva esta sin duda en rela 
cion con el estado de nutricion de los ârboles, por lo que es 
muy probable que ârboles de igual procedencia bajo estados de 
nutricion diferentes respondan de forma distinta al ataque del
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hongo. Del mismo modo tambien influiran factores geneticos. Es­
tas cuestiones, que ofrecen amplio campo a la investigacion se- 
rân analizadas en el future con abetos rojos de igual material 
genetico en los que se han provocado zonas de reaccion median­
te infecciones con el Pomes annosus. Este permitira el cultive 
de razas mas resistentes y la determinacion de un tratamiento 
nutricional mas apropiado.
La combinacion de una mayor resistencia a la penetracion 
del hongo en el liber y una mayor resistencia a la propagacion 
de la enfermedad en la madera propoicionados no solo por un buen 
material genetico sine tambien por un estado de nutricion conv£ 
niente defenderian grandemente a los abetos rojos contra el ata 
que del Pomes annosus y los danos de la pudricion del duramen 
se verian reducidos.
5# Conclusiones
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5. Conclusiones
Este trabajo es una contribution al estudio de la "pu­
dricion del duramen" del abeto rojo,cuyo principal agente pat2 
geno es el Pomes annosus,y esta encuadrado dentro de un amplio 
programs que examina este problems forestal desde distintos 
puntos de vista.
Base de las investigaciones es la hipotesis formulada 
por LAATSGH que explica la relacion observada entre habitats 
forestales de unas caracteristicas ecologicas determinadas y 
la mayor frecuencia con que aparece en ellos la "pudricion del 
duramen' como una consecuencia de la predisposicion de la plan 
ta en dichos habitats,aunque influyan tambien otros factores. 
Esta predisposicion de los ârboles vendria determinada por una 
concentration insuficiente de sustancias inhibidoras en el li­
ber de sus raices, como resultado de un estado de nutricion d£ 
ficiente o no armonico. La existencia de sustancias inhibido­
ras del crecimiento del micelio del Pomes annosus en el liber 
del abeto rojo ha sido comprobada en otros trabajos;tambien ha 
sido ya llevada a cabo la identification de las mismas.
Como hâbitats forestales tipicos para la "pudricion 
del duramen" destacan:
- aquellos en que el suelo expérimenta sequias period! 
cas y las raices se encuentran muy superficiales.
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- los que poseen un suelo muy rico en carbonates o atra 
vesado periodicamente por corrientes de agua bicarbonatada.
- los que presenter, un suelo muy rico en nitrogeno*
El objeto del siguiente trabajo era la comprobacion de 
la hipotesis anterior bajo el influjo de los factores acabados 
de mencionar, es decir, el estudio de la variation del efecto 
inhibidor del liber del abeto rojo en relacion con el estado de 
nutricion de los ârboles, bajo aquellas condiciones ecologicas 
en que se suele presentar la "pudricion del duramen",
Aparte de las investigaciones sobre el liber se han rea 
lizado dos estudios en menor escala con carâcter orientador,uno 
sobre las posibilidades que ofrece la oleorresina exudada por 
los ârboles en orden a la resistencia de los mismos a la pene­
tracion del parâsito, y el otro sobre la respuesta de la madera 
al ataque del patogeno.
Las conclusiones,resumen del trabajo son las siguien-
tes;
Investigaciones sobre el liber
1^, La accion inhibidora del liber del abeto rojo sobre el Po­
mes annosus viene determinada no solo por su contenido en 
sustancias fungitoxicas, inhibidoras de su crecimiento,
- compuestos resinosos y polifenoles - sino tambien por su 
concentracion en sustancias favorecéderas del mismo, azuca
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res , compuestos nitrogenados 
2^. Con el fin de conseguir una rapida estimacion de los polif£ 
noles - de donde proviens la mayor parte de la accion inhi-
dora del liber - en el extracts de etanol-agua del mismo se
han elaborado metodos colorimetricos que permitan no solo 
su determinacion total, sino tambien la de los distintos 
grupos afines de fenoles.
5^. Como factores de carâcter general que podian ejercer influ-
encia sobre la accion inhibidora del liber se han examinado
- la posicion de las muestras en el ârbol
- la edad de los ârboles
- la estacion del ano
a) La comparacion de la composicion quimica de los extractos 
del liber en las raices medianas (0,5 a 5 cm),- organos 
privilegiados para la penetracion del patogeno -, y a dis- 
tintas alturas en el tronco del ârbol, han conducido a re­
sult ados muy semejantes, entre este tipo de raices y el 
tronco a la altura de 1 m. La accion inhibidora suele ser 
en general ligeramente menor en las raices como consecuen­
cia de una concentracion mâs pequena de sustancias resino- 
sas y una mayor proporcion de azucares y compuestos nitro­
genados.De aqui que se puedan tomar indistintamente los va 
lores del tronco a esa altura o de las raices para juzgar
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la resistencia del ârbol.
b) La edad de los ârboles no ejerce ninguna influencia sobre 
la composicion quimica de los extractos del liber de las 
raices del abeto rojo. ni tampoco sobre la accion inhibido­
ra del mismo. Considerando solamente este factor no existe 
pues una edad privilegiada para el ataque del hongo.Tenien- 
do en cuenta sin embargo que las raices principalmente de 
los ârboles jovenes suelen presentar un grosor comprendido 
entre 0,5 y 5 cm., el mâs a proposito para la infeccion del 
hongo, la infeccion de ellas se transmitirâ mâs rapidamente 
al tronco que en casos de ârboles de mayor edad.
c) Considerando la influencia que ejerce la estacion del ano 
en la accion inhibidora del liber y la composicion quimica 
de sus extractos, los ârboles presentan en primavera y en 
el comienzo del otono una mayor predisposicion a la infec­
cion del hongo por mostrar la concentracion de sustancias 
fungitoxicas un minimo en esas épocas del ano.
4^. Tras el examen de estos factores, que se ha considerado ne- 
cesario para poder trabajar sobre una base de comparacion, 
se realizaron los experimentos orientados al estudio de las 
relaciones entre hâbitats forestales y accion inhibidora
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del liber del abeto rojo ,bajo aquellas condiciones ecologi 
cas en que se suele presentar la pudricion del duramen.
a) Pqra llevar a cabo el experimento que ténia por objeto es- 
tudiar la influencia de la sequia del suelo sobre la accion 
inhibidora del liber se produjo una sequia artificial cubrien 
dp el suelo con lamina de polietileno.Esto condujo al ca­
bo de 50 dias a una disminucion de un 52^ en el contenido
en agua de la region del suelo donde encontraban la mayoria 
de las raices.
Las consecuencias de la sequia en los ârboles de la paf 
cela cubierta fueron una menor concentracion de sustancias 
fungitoxicas en su liber y una disminucion de la accion in­
hibidora de este;asimismo una reduccion del peso de sus ac^ 
culas y un menor contenido de potasio en las mismas.
Desde el punto de vista fitopatologico se deduce que la 
resistencia de los abetos rojos a la penetracion del Pomes 
annosus serâ menor en tiempos de un escaso abastecimiento 
de agua, lo que explica la mayor frecuencia de la pudricion 
del duramen en aquellos hâbitats forestales, cuyos suelos 
sufren sequias periodicas.
b) Ya que un suelo rico en carbonates dificulta el abasteci­
miento del abeto rojo con microelementos principalmente man
- 200 -
ganeso se ha estudiado la influencia de la deficiencia en 
este elemento sobre la accion inhibidora y la concentracion 
en sustancias fungitoxicas del liber de los abetos rojos en 
dos estaciones forestales. En ambos casos se ha obtenido 
una menor concentracion de sustancias inhibidoras en el li­
ber de los ârboles con deficiencia en este elemento , y con 
secuentemente tambien un menor efecto inhibidor sobre el 
crecimiento del hongo. Es pues comprensible que en esas con 
diciones los ârboles esten espedaimente predispuestos a 
una infeccion del Pomes annosus;
c) Para estudiar la influencia de un suelo muy rico en nitro­
geno sobre la accion inhibidora y la composicion quimica de 
los extractos del abeto rojo se sometieron las dos parcelas 
determinadas para el experimento a un fuerte abonado. Otras 
dos parcelas colindantes se tomaron como control.
El abonado no ejercio influencia alguna sobre la accion 
inhibidora del liber del tronco pero si sobre la de las ra^ 
ces, la cual disminuyo notablemente.
Esta reduccion de la accion inhibidora del liber de las 
raices no se debe a un cambio en la concentracion de sustan 
cias fungitoxicas,-la cual présenta el mismo valor que en 
las parcelas control-, sino a un aumento en la concentra­
cion de compuestos nitrogenados. Particularmente notable
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. *fue la mayor proporcion de aminoacidos y, principalmente ar 
ginina. Este aminoacido puede a determinadas concentraciones 
favorecer el crecimiento del Eomes annosus.
Para concentraciones de nitrogeno superiores a unos cier 
tos limites la accion inhibidora del liber vuelve a crecer 
pero los ârboles experimentan dificultades en su lignifica- 
cion.
Un abonado pues con grandes cantidades de nitrogeno ,
- al menos entre ciertos limites -,origina ârboles con una 
menor resistencia frente al Eomes annosus y por tanto mâs 
predispuestos a la "pudricion del duramen".
Ensayos con oleorresina
5^. Se ha comprobado que la oleorresina exudada por el abeto rq 
jo como consecuencia de heridas en la corteza inhibe el cr_e 
cimiento del micelio del Pomes annosus en ensayos biologi- 
cos sobre agar-malta.
a La exudacion de oleorresina présenta un maximo en los meses 
de julio-agosto. En invierno es practicamente despreciable.
Considerando los resultados obtenidos para la accion in 
hibidora del liber a lo largo del ano (conclusion 5 c) y t£ 
niendo en cuenta que la produccion de oleorresina es muy p£ 
quena en primavera y otono,estas épocas se presentan como
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las mas favorables para el ataque del hongo.
7^. La produccion de oleorresina es influenciada tambien por las 
sequia del suelo y por la deficiencia de los ârboles en man 
ganeso. Ambas causas producer una reduccion en la exudacion
de oleorresina en comparacion con la de los ârboles tornados
como control.
Ensayos con la madera
8^. La madera molida de abeto rojo, tanto la procedente del du- 
men como la de la albura no présenta accion inhibidora en 
ehsayos biologicos frente a Eomes annosus.
En algunos ârboles enfermes de pudricion sin embargo se 
ha encontrado una zona, entre duramen enferme y albura sana,
ya mencionada por Shain, cuya madera molida inhibe el creci
miento del micelio del Eomes annosus produciendo en las pla 
cas Petri el tipico halo pardo caracteristico de los feno­
les. No todos los ârboles enfermes presentan esa zona,deno- 
minada "zona de reaccion".
SL *9 • Las sustancias que originan la accion inhibidora de la zona 
de reaccion estân tambien présentes en el duramen de los âr 
boles sanos,pero no en concentracion suficiente para inhi- 
bir el crecimiento del micelio del Pomes annosus en los en-
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sayos biologicos.
Entre estas sustancias se ha detectado cromatografica- 
mente (-) mat airesino1,una lignana cuya presencia en el du­
ramen sano ya era conocida, y cuyo carâcter fungitoxico ha- 
bia sido tambien comprobado.
Esta zona parece formarse como respuesta de la albura 
al ataque del patogeno.
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